


Uber die Komplexaftinitiit von Schwermetallen 
und Eiweifstotfen. 
IV. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 des Siuregrades und Natriumehlorids 
auf die Ausflockung von Eiweifstoffen durch Queeksilbersalze 
und die Quecksilberbindung an Eiweifstoffe. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms- 
Universitat Minster.) 


(Eingegangen am 21. September 1912.) 


In einer friiheren Arbeit (1) ttber die chemischen Grundlagen der 
Takata-Reaktion wurde das Verhalten von durch Dialyse und Elektro- 
dialyse gereinigten SerumeiweiSstoffen in sodaalkalischer Loésung in 
Gegenwart von 0,6 °% Natriumchlorid (7akata-Bedingungen) gegeniiber 
Sublimat untersucht. Es wurde der Nachweis erbracht, daB die Takata- 
Reaktion eine EiweiBflockungsreaktion ist und auf eine Verschiebung 
des Albumin-Globulin- Quotienten zugunsten der Globuline zu beziehen 
ist. Die Serumglobuline flocken bei wesentlich niedrigerer Sublimat- 
konzentration aus als das Serumalbumin. Die Takata-Reaktion wird 
erst dann positiv, wenn die Serumglobuline mindestens die Halfte der 
gesamten SerumeiweiBstoffe ausmachen. Wie quantitative Bestim- 
mungen des komplexgebundenen Quecksilbers ergaben, bindet das 
Serumalbumin eine wesentlich gréBere Menge Quecksilber als das 
Serumglobulin. Das Quecksilber wird von den EiweiBstoffen zum Teil 
sehr fest, zum Teil nur locker gebunden. Als Reagens fiir fest an EiweiB 
gebundenes Quecksilber ist Kaliumquecksilberjodid sehr geeignet, das 
mit freien Hg-Ionen und locker gebundenem Hg rotes Quecksilberjodid 
gibt. In sodaalkalischer Lésung wird nicht das gesamte Sublimat- 
molekiil vom EiweiB gebunden, sondern nur das Kation. Die Reaktions- 
form des Sublimats ist das Quecksilberhydroxyd. Das Quecksilber ist 
mit der Hauptvalenz an die Carboxylgruppe und mit einer Nebenvalenz 
an die Aminogruppe gebunden. In diesen Komplexverbindungen ist, 
wie in einer weiteren Arbeit von Haarmann (2) iiber die Silberbindung 
an EiweiBstoffe gezeigt wurde, das Metall fest ans EiweiB gebunden 
im Gegensatz zu den Komplexverbindungen, in denen das Metall als 
ganzes Molekiil, als Amphisalz, aufgenommen wird. Diese letzteren 
Verbindungen entstehen beim Zusammenbringen von Eiweil} mit 
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Metallsalzen bei neutraler oder schwach saurer Reaktion. Das unter- 
schiedliche Metallbindungsvermégen der EiweifBstoffe beruht auf der 
verschiedenen Zusammensetzung der zum Aufbau des Eiwei8molekiils 
beteiligten Aminoséuren. Wie am Beispiel des Silbers gezeigt wurde, 
nimmt die Silberkomplexbi!dung mit zunehmender Alkalisierung zu, 
indem die ionogenen Aminogruppen in die undissoziierte Aminoform 
umgewandelt werden. Das Metallbindungsvermégen erreicht also erst 
bei starker Alkalisierung durch Alkalihydroxyde sein Maximum. Unter 
den Bedingungen der Takata-Reaktion binden 100g Serumalbumin 
rund 30 g Hg fest, Pseudoglobulin nur etwa die Halfte. Die Euglobuline 
nehmen eine Mittelstellung ein und zeigen groBe Unterschiede im Queck- 
silberbindungsvermégen. Die Menge des lockergebundenen Quecksilbers 
betragt in sodaalkalischer Lésung rund das Doppelte des vom Eiweif 
fest gebundenen Quecksilbers. Im Gegensatz zum Globulin tritt eine 
Ausflockung des Serumalbumins erst nach Aufnahme von locker ge- 
bundenem Quecksilber ein. Da die bindungsfahigen Gruppen im Eiweif- 
molekiil praformiert sind, ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB bei 
Verwendung eines geeigneten Reagens fiir eine lockere Bindung des 
Quecksilbers an EiweibB die gleiche Menge Quecksilber im isoelektrischen 
Punkt der Eiweibstoffe aufgenommen wird wie bei stark alkalischer 
Reaktion. In den Silberbindungsversuchen an Eiweifstoffen diente 
als Reagens fiir an Eiwei8 und an Aminoséuren komplexgebundenes 
Silber Kaliumchromat, das mit tiberschiissigen freien Silberionen rot- 
braunes Silberchromat gibt. Die SilbereiweiBbindung und die Eiweil- 
flockung wird durch das Chromat nicht beeinfluBt, so daB die Menge 
des komplexgebundenen Silbers ohne weiteres ermittelt werden konnte. 
Bei der Untersuchung des Quecksilberbindungsvermégens wird die 
Auswahl der zu Bindungsversuchen verwendeten Quecksilbersalze von 
Bedeutung sein, da das in den meisten Fallen verwendete Sublimat durch 
Bildung von Aquosalzen wenig dissoziiert ist im Gegensatz zu den stark 
dissoziierten Quecksilbersalzen Sulfat, Nitrat, Acetat und Fluorid. 
Es ist zu erwarten, daB durch Sublimat im isoelektrischen Punkt der 
Eiweibstoffe.sich nur die Gruppen des EiweiBmolekiils besetzen lassen, 
die eine besonders starke Affinitét zum Quecksilber besitzen. Es sei 
hier darauf hingewiesen, daB Kaliumchromat nur mit den stark 
dissoziierten Quecksilbersalzen Quecksilberchromat gibt, nicht aber 
mit Sublimat. Bei Verwendung von z. B. Mercuriacetat miiBte also 
eine Quecksilberbindung an das EiweiB sich daran erkennen lassen, dal} 
auf Zusatz von Kaliumchromat die Fallung von gelbem Quecksilber- 
chromat ausbleibt. 

Von groBter Bedeutung fiir die Pharmakologie und Toxikologie der 
Quecksilberwirkung ist die Fahigkeit der Quecksilbersalze, mit Alkali- 
chloriden komplexe Verbindungen vom Typus Na,HgC!, zu biden, 
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in denen das Quecksilber als Anion vorliegt. Wir haben uns nunmehr 
mit einem System zu befassen, das aus Alkalichlorid, EiweiB8 und Subli- 
mat besteht. Da die Neigung des Sublimats, mit Alkalichloriden 
komplexe Verbindungen zu liefern, mit zunehmender Sauerung ansteigt, 
die Fahigkeit des Sublimats, mit EiweiB Komplexe zu bilden, dagegen 
abnimmt, ist bei Untersuchung der Konkurrenz der Affinitéten in dem 
System Alkalichlorid, Eiwei8 und Sublimat in erster Linie der Sauregrad 
zu beriicksichtigen. Die Verhaltnisse werden noch weiterhin durch 
den Umstand kompliziert, da8 beim Erreichen des isoelektrischen 
Punktes der EiweiBstoffe sich die Verhaltnisse umkehren, indem auf 
der sauren Seite des isoelektrischen Punktes das Eiwei8 als Base reagiert 
und nunmehr sich mit dem Basenreagens Na, HgCl, umsetzt, aber nicht 
mehr oder nur sehr wenig mit HgCl,. Auf der alkalischen Seite des 
isoelektrischen Punktes wird nur HgCl, sich mit dem Eiwei8 verbinden, 
nicht aber NagHgCl,. 

In der vorliegenden Arbeit soll der Einflu8 des Sauregrades auf 
die Ausflockung von verschiedenen EiweifSstoffen durch Sublimat in 
Abwesenheit und in Gegenwart von Natriumchlorid untersucht werden, 
ferner soll die Bindung des Quecksilbers an EiweiB mengenmaBig 
bestimmt werden. 


Methodik, 


Die Versuchsanordnung, Gewinnung der EiweiBstoffe durch Dialyse 
und Elektrodialyse, Bestimmung der unteren Flockungsgrenzen und der 
festen Hg-Bindung, sind eingehend in einer friiheren Arbeit von Haarmann! 
beschrieben worden. Die erhaltenen Werte wurden in Reihenversuchen 
ermittelt, in denen die geometrische Verdiinnungsreihe mit dem Quotienten 


8 
)2 = 1,09 verwendet wurde. Als Pufferlésung kam fiir unsere Unter- 
suchungen, die sich iiber einen groBen py-Bereich erstrecken, nur ein Puffer 
in Betracht, der in dem gesamten Anwendungsbereich aus den gleichen 
Puffersalzen zusammengesetzt ist, tiiber den gesamten Anwendungsbereich 
eine méglichst gleiche Pufferkapazitat besitzt und frei von Stickstoff ist. 
Ein derartiger Universalpuffer ist von Teorell und Stenhagen (3) aus 
Natriumphosphat, Natriumcitrat und Natriumborat durch Zusatz von 
Salzsiure fiir einen py-Bereich von 2 bis 12 angegeben worden. Da 
besonders Chloride den Kolloidzustand des EiweiBes und das Flockungs- 
vermégen durch Bildung komplexer Eiwei8verbindungen sehr stark ver- 
andern, war es notwendig, einen Universalpuffer ohne Chlorid herzustellen. 
Im Gegensatz zu Teorell und Stenhagen wurde deshalb eine saure Puffer- 
stammlésung hergestellt, die aus gleichen Teilen m/2 H,PO,, m/3 Citronen- 
sdure und 0,5717 mol, Borsaéure bestand. Der Gehalt der Phosphorsaure 
wurde aus 85% iger Phosphorséure durch Titration gegen n NaOH unter 
Verwendung von Phenolphthalein als Indikator ermittelt, desgleichen der 
Gehalt der Citronenséure. Die 0,5717 mol. Borséure wurde durch Auflésen 
von 35,4g Borsaure zu 1 Liter hergestellt. Die Eichkurve wurde in der 
Weise angelegt, daB je 20 ccm der Sauremischung mit steigenden Mengen 
Natronlauge versetzt und sodann mit Wasser auf 200 aufgefiillt wurde. 


1* 
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Die Konzentration an Phosphat betragt demnach m/60, an Citrat m/% 
und.an Borat 0,01906 mol. Die py-Werte wurden elektrometrisch ermittelt 
20,0 cem Stammlésung plus x cem NaOH, aq. dest. ad 200 ergeben fo! 
gende py-Werte: 


ecm NaOH: normal, 





e ; 
Pu 0,5 Pu 0,0 
Y v 


— 2,50 8 13,15 13,65 
4,10 5,00 9 14,45 15,50 
5,90 6,80 16,40 16,95 
7,50 8,50 11 17,50 19,00 
9,50 10,60 12 22,40 _ 
11,70 12,50 





Zur Vermeidung von Schimmelwachstum wurden alle Pufferlésungen 
mit Toluol gesattigt. Die zu den Versuchen verwendeten Pufferlésungen 
wurden, da durch den Arbeitsgang eine Verdiinnung des Puffers stattfand, 
starker konzentriert hergestellt als die oben beschriebenen Pufferl6sungen 
Es wurden jeweils 50 cem der sauren Pufferstammlésung mit der ermittelten 
Menge NaOH versetzt und mit destilliertem Wasser auf 150 ccm aufgefiillt. 
Die EiweiBlosungen wurden zunadchst mit der gleichen Menge der Puffer- 
losungen versetzt. Von dieser gepufferten EiweiBlésung wurden je 1,0 ccm 
in eine Reihe kleiner Reagensglaser einpipettiert und sodann 0,5 cem der 
Quecksilberlésungen zugegeben. Das Ergebnis der Flockungen wurde 
sofort und endgiiltig nach 24 Stunden abgelesen, wobei nur Floeckungen, 
aber nicht Triibungen, gewertet wurden. 

Die Quecksilberbindung an das EiweiB wurde durch Zusatz von 0,2 ecm 
des Quecksilberreagens K,HgJ, ermittelt. HgJ, tritt erst dann auf, wenn 
freie Quecksilberionen oder locker an Eiweif gebundenes Quecksilber vor- 
handen ist. Fest an EiweiS gebundenes Quecksilber reagiert nicht mit 
K, Hg J, unter Abscheidung von Hg J,, das also ein Reagens fest gebundenen 
Quecksilbers ist. Der Anwendungsbereich des Reagens erstreckt sich vom 
isoelektrischen Punkt der Eiwei®stoffe an bis in stark alkalischen Bereich. 
In Gegenwart von n/10 NaOH tritt noch eine HgJ,-Abscheidung aut, 
nicht’ aber in n/2 NaQH-Lésungen. Die Hg-Bindung an EiweiB kann also 
nur bis zu Alkaleszenzgraden von n/10 NaOH untersucht werden. E- 
handelt sich hier um sogenannte Biuretbedingungen. In stark alkalischem 
Milieu miissen die Versuche so angesetzt werden, da keine Abscheidung 
von HgO auftritt, was bereits in Abwesenheit von Eiweif bei einer Sublimat 
konzentration von 0,119%% der Fall ist. In Gegenwart von Eiwei® fallt HgO 
infolge Bildung von Quecksilbereiweifkomplexen erst bei héherer Sublimat- 
konzentration aus. Die Quecksilberbindung an das Eiwei8 kann auf diese 
Weise nicht bestimmt werden, weil auf Zusatz der Sublimatlésung, deren 
Konzentration das Dreifache der vorgesehenen Endkonzentration betragt, 
zu der alkaliseh reagierenden EiweiSlésung einmal ausgefallenes HgO 
nicht wieder in Lésung geht. Da das Quecksilberbindungsvermégen mit 
zunehmender Alkalisierung stark ansteigt, kann die Quecksilberbinduny 
in Gegenwart von Natronlauge nur in stark verdiinnten EiweiBlésungen 
(0,1°, und weniger) ermittelt werden. 

Die Summe des fest und locker gebundenen Quecksilbers wurde durch 
Umsetzung mit Mercuriacetat bestimmt. Da Mercuriacetatlésungen durch 
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Verdiinnen mit Wasser infolge Hydrolyse unter Abscheidung von HgO 
zersetzt werden, war es notwendig, die Verdiinnung von Mercuriacetat unter 
Zusatz von Essigsdure (n/10) herzustellen. Die EiweiBlésungen erhielten 
einen Zusatz der entsprechenden Menge Lauge und gleichzeitig einen Zusatz 
eines Acetatboratgemisches von py 7,0. Beim Zusammenbringen der 
Eiwei®Blésungen mit der Mercuriacetatlésung wurde so die Saéure durch die 
Lauge neutralisiert. Das Eiweif wird durch die Mercuriacetatlésung aus- 
geflockt. Zusatz von 0,2cem 1%iger Kaliumchromatlésung laBt erst dann 
gelbes Quecksilberchromat auftreten, wenn freie Quecksilberionen in der 
Lésung vorhanden sind, die Quecksilberbindung an das Eiweif mithin 
beendet ist. In Kontroilversuchen ohne Eiweif wurde der Leerwert tir 
das; Quecksilberchromat ermittelt, der bei 4,64-10°-3n Hg” liegt, dieser 
von| dem Quecksilberwert in den EiweiBversuchen subtrahiert und aus der 
Differenz die Quecksilberbindung an das EiweifS berechnet. 

Die Proben, die unter Takata-Bedingungen angestellt wurden, ent- 
halten 0,6°, NaCl und 1,619, Na,CO,. 


Ergebnisse, 
I. Einflup von Natriumehlorid auf die untere Flockungsgrenz 
der Eiweipstoffe. 


In Vorversuchen, deren Ergebnisse in Tabelle L zusammengefaBt 
sind, wurde untersucht, bei welchen Saéuregraden EiweiBstoffe durch 
0,05°% HgCl, in Abwesenheit von Natriumchlorid und in Gegenwart 
von 1% NaCl ausgeflockt werden. Die EiweiBkonzentration war in 


allen Fallen die gleiche, weil nur auf diese Weise die erhaltenen Werte 
miteinander verglichen werden kénnen, und betrug !/3°. Die untere 
Flockungsgrenze der EiweiBstoffe ist, wie in der ersten Arbeit Haar- 
manns gezeigt wurde, von der EiweiBkonzentration abhangig. Das 
Flockungsvermégen nimmt mit der Verdiinnung der EiweiBlésungen 
zu, da eine Ausflockung erst nach Absattigung mit Quecksilber auftritt. 
Bei Aufnahme von wenig Quecksilber entstehen lésliche Quecksilber- 
eiweiBkomplexe. Die Konzentration von 0,05 % Sublimat wurde deshalb 
gewahit, weil die bei der Takata-Reaktion erhaltenen Werte nur fiir 
diese Sublimatkonzentrationen gelten. 

Es ist auch der Versuch gemacht worden [Schindel und Barth (4)}, 
die Takata-Reaktion dadurch empfindlicher zu gestalten, daB eine weniger 
extreme alkalische Reaktion gewahlt wurde. Dadurch werden aber die 
Befunde sehr unsicher, da der Saéuregrad stark variiert. 

Verwendet wurden zu unseren Versuchen verschiedene Serum- 
eiweiBstoffe von Rind, Mensch und Pferd, sowie Ovalbuminlésungen. 
Wie aus den Versuchen hervorgeht, tritt eine EiweiBflockung nur in 
bestimmten px-Bereichen auf. Es sollen zunidchst die Ergebnisse in 
Abwesenheit von Kochsalz besprochen werden. 

Albumin von Rind und Pferd flockt nur im Bereich von py 
bis 7,5 bzw. 8,0 aus, menschliches Serumalbumin dagegen von px 
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Tabelle 1. py-Bereiche der Flockung durch 0,050% Hg Cl.,. 


(EiweiBkonzentration: 1/,%.) 





Protein Herkunft Ohne NaCl Mit 1% NaCl 


Rind 6,0 — 7,5 keine Flockung 
- 6,0 — 8,0 a = 
Pferd 6,0 — 7,5 oe at 
Mensch 5,75—10,0 9,5—10,0 
6 6,0 —10,0 9,0—10,0 
Ei 5,0 — 5,5 2,0— 5,5 
Rind 5,3 —11,0 7,5—11,0 
ss 5,0 —11,0 8,0—11,0 
Pferd 5,0 —11,0 8,0—11,0 
< 5,0 —11,0 7,5—11,0 
Mensch 5,5 —11,0 7,5—11,0 


Rind »¢ —11,0 8,5—11,0 

+ oo —11,0 8,0—11,0 

Euglobulin Pferd »¢ —11,0 8,0—11,5 
ia 5,0 —10,0 7,0—11,0 

Mensch 5,0 —11,0 6,5—11,0 


Pseudoglobulin 


Albumin : 


bzw. 6,0 bis 10,0. Die Flockungszone ist hier also gegeniiber den tieri- 
schen Serumalbuminen in den stark alkalischen Bereich verbreitert. 
Ovalbumin wird lediglich in dem schmalen py-Bereich von 5,0 bis 5,5 
ausgeflockt. Die Flockungszone der Pseudoglobuline von Mensch 
und Tier ist gegeniiber der der Albumine sowohl nach der sauren wie 
nach der alkalischen Seite verbreitert. Die Ausflockung beginnt bereits 
beim isoelektrischen Punkt bzw. in unmittelbarer Nahe und bleibt bis 
pu = 11,0 bestehen. Die Euglobuline verhalten sich weitgehend ahnlich 
dem Pseudog'obulin mit der Einschrankung, daB die Ausflockung 
bereits bei noch etwas starkeren Sauregraden erfolgt. 


In Gegenwart von 1% NaCl ist der Flockungsbereich sehr viel 
enger. Die Albumine von Rind und Pferd werden iiberhaupt nicht aus- 
geflockt. Bei allen iibrigen Eiwei8stoffen mit Ausnahme von Ovalbumin 
beginnt die EiweiBflockung erst in der Nahe des Neutralpunktes und 
erstreckt sich bis zu px = 11,0 bei den Globulinen, bis py = 10,0 beim 
menschlichen Albumin. Die Flockungszone ist hier besonders schma| 
(px = 9,0 bis 10,0), wahrend sie bei den Globulinen sich von py = 7,5 
bis 11,0 hinzieht. Lediglich beim Ovalbumin wird die Flockungszone 
beim Zusatz von NaCl verbreitert, und zwar nach der sauren Seite, 
indem der Komplex Na,gHgCl, als solcher in Reaktion tritt und nicht 
etwa HgClo. 

Die Verhinderung der EiweiBflockung durch Natriumchlorid 
beruht auf der gréBeren Affinitat des HgCl, zum NaCl als zum Eiweil. 
Mit abnehmender Sauerung lat die Neigung des HgCl,, mit NaCl eine 
komplexe Verbindung zu geben, nach, so daB das Sublimat nunmehr 
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mit dem EiweiB in Reaktion treten kann. Natriumchlorid lést mit dem 
QuecksilbereiweiB Niederschlage nur bei schwach saurer, neutraler und 
schwach alkalischer Reaktion auf, nicht aber bei starkerer alkalischer 
Reaktion. Die ,,gréBere Empfindlichkeit*' der Takata-Reaktion auf 
Zusatz von Essigséure beruht darauf, daB8 nunmehr auch Albumine mit 
ausgeflockt werden. 

In weiteren Versuchen wurde der EinfluB von 0.9°, NaCl auf die 
untere Flockungsgrenze von Serumalbumin, Pseudoglobulin und Eu- 
globulin (Rind), sowie von Ovalbumin untersucht. Um die Abhangigkeit 
der Flockungsgrenze von der EiweiBkonzentration zu zeigen, wurden 
inden Albumin- und Pseudoglobulinversuchen 0,4 und 0,2 °jige Eiwei’- 
lésungen verwendet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen II und LIT 
zusammengefa8t. ; 

Die Serumeiwei8stoffe werden in Abwesenheit von Kochsalz in 
stark saurer Lésung (px = 2,0 bis 3,5) selbst durch hochkonzentrierte 
Sublimatlésung nicht ausgeflockt. Diese Feststellung besagt, daB die 

tiweiBbase nicht imstande ist, HgCl,zu binden. Eine EiweiSausflockung 
beginnt erst bei pu = 4,0. Die notwendige Sublimatkonzentration 
betragt tiber 1% Sublimat, beim Pseudoglobulin sogar 2°). Mit ab- 
nehmender Sauerung sinkt die untere Flockungsgrenze sehr schnell ab 
und erreicht ihr Aciditatsoptimum bei Sauregraden, die fiir die einzelnen 
EiweiBstoffe und auch fiir die gleichen EiweiBstoffe von verschiedenen 


Tieren der gleichen Tierart wechseln. Das Aciditétsoptimum liegt fiir 
das Pseudog!obulin beim isoelektrischen Punkt (pu 5,5), desgleichen 


Tabelle IT. Albumin (Rind). 
Untere Flockungsgrenze: °% HgCl, (E = Eiweif), 





Ohne NaCl 0.9% NaCl Ohne Na Cl 0,9% NaCl 








0O4%EF | 02%EF O4%E 0,2%E OAME O2%E | O4%HE | 02%EF 


by >i 0,183 0,183) > 3,8 > 3,5 0,284 0,284 


>3 
> 3, > 3, 0,168 0,168) >: - 3,8 0,200 0,238 
> 3, > St 0,168 0,142 | > 3, - 3,8 0,142 0,142 
1,340 1,340 0,200 0,168 »15 1.340 0,168 0,168 
0,400 0,400 0,568 0,568 6336 0.336 0,336 0,336 
0,100 0,060 3,200 2,700 0,060 3,200 3,200 
0,060 0,035 4,540 3,800 0,100 0.050 4,500 4,500 
0,035 0,018 4,540 3,800 0.100 0.050 2.700 2.480 
0,025 0,013 3,800 3,200 0.077 0,042 2,270 1.900 
0,030 0,018 2,270 1,904 0,084 0,042 1,900 1,600 
0,042 0,025 1,600 1,344 0,071 0,035. 1,740 1,460 
0,042 0,035 0,476 0,405 0.071 0,035 1,350 0,950 
0,060 0,035 0,100 0,071 0.077 0,039 0,476 0,336 
0,060 0,035 0,100 0,060 0,084 0,060. 0,168 0,119 
0,071 0,050 0,100 0,060 0.119 0,084 0,119 0,084 
0.071 0,060 0,100 0,060 0,142 0.100 0.109 0,071 
0,200 > 0,400 0,336 > 0,400 0,200 > 0,400, 0,168 > 0,400 


‘ 
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Tabelle III. 
Untere Flockungsgrenze: °4 HgCl, (EF = EiweiB). 





Pseudoglobulin (Rind) 0,2% Euglobulin (Rind) Ovalbumin 0,2 % 


ohne NaCl 0,9% Nacl ohne 0,9% ohne 0,9% ohne 0.9% 
0.4% EF | 02%E 04% EF 02%E Na Cl NaCl Nacl Nacl NaCcl Nacl 
> 3,0 - 3,0 0,284 | 0,866 i> 3,0 {[0,142'>3,0 (0,284) — ~ 
+30 '>3.0 0,284 0,366 > 3,0 [0,142 > 3,0 0,168 4,540 0,025 
2.080 1,904 0,238 0,288 1,844,0,071 0,952 0,168 0,800 0,008 
0,284 0,284 0,476 0,476 0,009 0,060 0,042 0,200 0,168 0,006 
0.025 0.021) 1,040 0,952 - 10,142 — 0,672 0,008 | 0,030 
0,004. 0,003 1,600 1,344 — /1,136 -—- 0,952 0,011 | 0,072 
0,005 0,004 0,672 0,568 0,002 0,568 0,004 0,732 0,018 3,800 
0,005 0,004. 0,486 0,400 0,003 0,200 0,006 0,568 0,060 4,540 
0,005 0,004 0,200 0,168 = 0,004.0,119 0,010 0,183 0,065 3,800 
0,005 0.004 0,119 0,100 0,006 0,018 0,010 0,109 0,071 | 3,200 
0,005 0,004 0,060 0,042 0,012 0,018 0,010 0,060 0,100 1,344 
0,008 0,005 0,015 0,008 0,012 0,018 0,021 0,021 )0,100 0,284 
0,011 0,008 0,011 0,008 0,025 0,021 0,042 0,030 0,100 0,119 
0,030 0,025 0,025 0,018 0,030 0,021 0,060 0,046, 0,084 | 0,084 
0,284 0,476 0.238 0,400 0,400 0,168 - 0,400 © 0,400 


beim Euglobulin und Ovalbumin. Beim Serumalbumin ist das Aciditats- 
optimum nach der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes ver- 
schoben. Es liegt fiir Albumin I bei pu = 6,5, fiir Albumin II bei 
pu = 7,5. Die zur Erzeugung eines Niederschlages erforderlichen 
Sublimatkonzentrationen sind fiir die Globuline sehr viel niedriger als 


fiir die Albumine. Die minimal fallende Sublimatkonzentration fiir 


0.2% EiweiB betragt fiir das Euglobulin 0,002%, fiir das Pseudo- 
globulin 0,003 °6, fiir das Serumalbumin dagegen 0,013 °4 bzw. 0,035 %. 
Mit ansteigender Alkalisierung erhGhen sich die zur Ausflockung be- 
nétigten Sub!imatkonzentrationen. Wahrend der Anstieg bis py = 11,0 
ganz allmahlich erfolgt, tritt beim Ubergang von py = 11,0 nach 12,0 
ein plétzlicher starker Anstieg auf. Bei noch stirkerer Alkalisierung 
tritt tiberhaupt keine Eiwei®fallung, sondern nur eine Abscheidung 
von HgO auf. 

In Gegenwart von Kochsalz verliuft die Kurve der unteren 
Flockungsgrenze annihernd umgekehrt wie in Abwesenheit von Chlorid. 
Es treten jetzt zwei Aciditétsopti:ma auf, und zwar das erste in stark 
saurer Lésung und das zweite in stark alkalischer Lésung. In stark 
saurer Lésung wird die Eiwei8base durch den Komplex Na.HgCl, 
niedergeschlagen, im alkalischen Gebiet dagegen die EiweiBsdure durch 
HgCl,, wobei wir als Erscheinungsform Quecksilberhydroxyd an- 
nehmen miissen. Die héchste Sublimatkonzentration wird bei den 
Serumeiweibstoffen zur Erzeugung eines Niederschlages bei pu = 5,5 
benétigt. Seruma!bumin wird erst durch gesattigte Sublimatlésung in 
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Gegenwart von 0,9°, ausgeflockt, Pseudo- und Euglobulin dagegen 
durch Konzentrationen von 1,0 bis 1,5°,. Ovalbumin verhalt sich wie 
Sérumalbumin mit der Einschrankung, daB die héchste Sublimat- 
konzentration bei px = 6,5 benétigt wird. Aus diesen Untersuchungen 
geht hervor, da die Bindung des Sublimats an Eiweif in der Nahe 
des isoelektrischen Punktes nur sehr locker ist. Das Aciditatsoptimum 
im sauren Bereich liegt fiir die SerumeiweiBstoffe bei py = 3,5. Wir 
diirfen annehmen, daB beinoch héheren Sauregraden Quecksilbereiwe B- 
komplexe durch die Saure zum Teil wieder zerlegt werden. Die minima! 
flockende Sublimatkonzentrat’on ist beim ersten (sauren) Aciditits- 
optimum bei Serumalbumin rund doppelt so hoch wie beim zweiten 
(alkalischen) Aciditétsoptimum, das bei py — 11,0 liegt. Ein EinfiuB 
von Kochsalz ist hier nicht mehr nachweisbar. Bei den Globulinen 
sind die Unterschiede der fallenden Sublimatkonzentrationen bei den 
beiden Aciditaétsoptima erheblich gréBer als beim Serumalbumin. 
Wahrend z. B. beim Pseudoglobulin bei pu — 4,0 erst eine 0,238 °% ‘ge 
Sublimatlésung eine Ausflockung erzeugt, geniigt bei pu = 8,5 eine 
0,08 bis 0,012° ige Lésung. Im Gegensatz zum Albumin liegt das 
zweite Aciditatsoptimum nicht bei py 11,0, sondern bei px 8.5 
bis 10,0. Bei pu 10,0 hért der EinfluB von NaCl vollkommen auf 
und von py 11,0 ab begiinstigt NaCl sogar die Ausflockung, die, 
wie spater gezeigt wird, eine reine Salzwirkung ist und auch durch 
andere Salze, wie z. B. durch Natriumsulfat, hervorgerufen wird. 


Ovalbumin weicht in seinem Verhalten erheblich vom Serum- 
albumin ab. Das gilt besonders fiir den sauren py-Bereich. Die minimal 
flockende Sublimatkonzentration liegt bei px = 4,5, also in unmittel- 
barer Nahe des isoelektrischen Punktes. 0,06°, HgCl. erzeugt hier 
bereits eine EiweiBflockung, beim zweiten Aciditatsoptimum (py — 11,0) 
dagegen erst 0,084°) HgCl,. Die Abhangigkeit der unteren Flockungs- 
grenze von der EiweiBkonzentration ist aus den Versuchen mit Albumin 
und Pseudoglobulin zu ersehen. 0,2 %ige Lésungen der EiweiBstoffe 
werden leichter ausgeflockt als 0,4°ige. In vielen Fallen benétigen 
die 0,2° igen EiweiBlésungen genau die Halfte der Sublimatkonzen- 
trationen zur Ausflockung wie die 0,4 °, igen Lésungen. Das gilt jedoch 
nicht allgemein, besonders trifft es nicht zu fiir die Flockungen in stark 
saurer Losung und dort, wo eine Ausfallung erst bei hohen Sub!imat- 
konzentrationen erfo!gt. 


In den bisher beschriebenen Versuchen wurde die Einwirkung von 
0,9 bzw. 10% NaCl auf die QuecksilbereiweiBflockung gepriift. Von 
Interesse ist weiter die Feststellung der minimal wirksamen Kochsalz- 
konzentrationen. Um die Zahl der Versuche zu beschranken, wurden 
die Untersuchungen bei py — 3,0 und 7,5, annahernd der Blutreaktion 
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entsprechend, angestellt. Die EiweiBkonzentration betrug in allen 
Fallen 0,2’). Die Ergebnisse sind in Tabelle 1V wiedergegeben. 
Tabelle IV. 
Untere Flockungsgrenze: % HgCl, (0,2% EiweiB). 


™ 7O 





Na(Cl- ah ae 
Konzen- PH 3, ie 2 7,5 


tration Serum- Pseudo- Euglo- Oval- Serum-  Pseudo- Euglo- Oval- 
albumin = globulin bulin bumin | albumin | globulin bulin bumin 


> 3,800 > 3,80u > 3,800 > 3,800 0,030 0,004 0,018 0.071 
2,700 | > 3,800 0,476 1,344 0,030 0,004 0,018 0,168 
1,600} 3,200 0,400 0,568 0,060 0,004 6,021 0,308 
0,952} 1,600 0,336 0,284 0,142 0,006 0,035 0,568 


0,568! 0,872 0,284 0,142 0,336 0,010 0,060 1.136 


‘ 0,336; 0,476) 0,238 0,071. 0,800 0,021 0,238 2,272 
1,0 0,200} 0,284 0,200 0,030) 1,900 0,092 1,900 4,540 
2,0 0,119; 0,142; 0,168) 0,012) 4,540 0,730 | 5,400 | 9,00 
3,0 a _ _ ~ 4,540 ia 


x 


Bei px = 3,0 werden die EiweiBstoffe in Abwesenheit von Chlorid 
selbst durch hohe Sublimatkonzentrationen nicht ausgeflockt. Bei 
1/35°% NaCl tritt bereits eine Ausflockung von Albumin, Euglobulin 
und Ovalbumin auf, am leichtesten beim Euglobulin, und erst durch 
hohe Sublimatkonzentrationen beim Albumin. Pseudogiobulin wird 
noch nicht ausgeflockt, wohl aber in 1/,,°% NaCl. Die untere Flockungs- 
grenze sinkt mit ansteigender Chloridkonzentration standig ab. In 
Gegenwart von 2% NaCl werden die SerumeiweiBstoffe annahernd 
gleich gut ausgeflockt. Das Ovalbumin verhalt sich anders. Es wird 
bereits durch niedrige Sublimatkonzentrationen, die annahernd 1); der 


fiir die SerumeiweiBstoffe bendtigten betragen, niedergeschlagen. 


Bei pu = 7,5 verléuft die Kurve der unteren Flockungsgrenze 
entgegengesetzt der bei pu = 3,0, was besonders gut fiir die beiden 
Albumine zutrifft. Die Wirkung des Natriumchlorids ist bei 1/3. °% fiir 
Ovalbumin bereits sehr deutlich, fiir Serumalbumin und Euglobulin 
erst bei 1/1, %, fiir das Pseudoglobulin erst bei 1/,°,. Die Wirkung des 
Natriumchlorids nimmt bei Ovalbumin linear, bei den Serumeiweil- 
stoffen, besonders den Globulinen, starker zu. In Gegenwart von 1% 
Natriumchlorid werden Albumin, Eug!obulin und Ovalbumin nur durch 
hohe Sublimatkonzentrationen ausgefallt, das Pseudoglobulin bereits 
durch verhaitnismaBig niedrige. Wird unverdndertes Serum bereits 
durch niedrige Sublimatkonzentrationen ausgeflockt, so sagt diese 
Feststellung, daB die Globuline vermehrt sein miissen. Da eine Globulin- 
vermehrung bei gleichbleibendem GesamteiweiBgehalt bei chronischen 
Leberparenchymschadigungen auftritt, kann diese Probe in der 
gleichen Weise zum Nachweis fiir Leberschadigungen verwandt werden, 
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wie die bei stark alkalischer Reaktion angestellte Takata-Reaktion. 
Gros verwendet fiir diesen Zweck die Hayemsche Lésung, die auBer 
0,25% Sublimat noch 1,0°% NaCl und 2,5% Na,SO, enthalt. Durch 
den Zusatz von Natriumsulfat treten die EiweiBflockungen schneller 
auf. Da das Auftreten der Flockungen sehr stark vom Sauregrad ab- 
hangig ist, die Reaktion des Serums aber besonders beim Stehenlassen 
starken Schwankungen unterworfen ist, ware der Zusatz einer geeigneten 
Pufferlésung, z. B. Phosphat, empfehlenswert. 


Die Abhangigkeit der unteren Flockungsgrenze von der Eiweib- 
konzentration wurde an je einem Serum von Mensch und Rind in Gegen- 
wart von 0,6% NaCl in den in Tabelle V und VI wiedergegebenen 
Versuchen bestimmt. 


Beim menschlichen Serum handelt es sich um ein sogenanntes 
Takata-negatives Serum, beim Rinderserum dagegen um ein Takata- 
positives Serum. Da der EiweiBgehalt beider Seren praktisch gleich ist, 
lassen sich die gefundenen Werte gut miteinander vergleichen. Wie aus 
der Zusammenste!lung hervorgeht, treten zwei Flockungsoptima auf, 
und zwar bei pu = 4,0 und 9,0. Bei pa = 5,0 erreicht die flockende 
Sublimatkonzentration ihr Maximum. In dem pxy-Bereich von 2 bis 6 
nimmt das Flockungsvermégen des Serums nicht mit der Serum- 
verdiinnung zu, sondern ab. Dieses Verhalten diirfte auf der verhaltnis- 


maBig hohen Léslichkeit der gebildeten QuecksilbereiweiBkomplexe 
beruhen. Von py = 8,0 ab nimmt die untere Flockungsgrenze mit der 
Serumverdiinnung zu und erreicht ihr Maximum bei der Serum- 
verdiinnung 1/,, entsprechend einem EiweiBgehalt von !/).%. 


Tabelle V. Serum (Rind). 8,10% Eiweif, 0,69% NaCl. 


Untere Flockungsgrenze: % HgCl,. 





Serumverdiinnung 





= 


les 1/4 Wry: Migs 


0,284 0,284 0,284 0,336 0,336 0,336 
0,119 0,142 0,200 0,200 0,200 0,200 
0,071 0,100 0,142 0,168 0,168 0,200 
0,042 0,060 0,071 0,100 0,119 0,168 
0,100 0,100 0,100 0,142 0,200 0,284 
0,400 0,400 0,400 0,476 0,568 0,800 
0,200 0,200 0,200 0,284 0,400 0,564 
0,032 0,030 0,030 0,042 0,060 0,084 
0,025 0,021 0,015 0,u15 0,030 0,060 
0,025 0,012 0,007 0,006 0,008 0,018 
0,025 0,015 0,010 0,007 0,007 0,007 
0.042 0,030 0,025 0,025 0,030 0,050 
0,284 > 0,400 > 0,400 > 0,400 > 0,400 > 90,400 
0,060 0,042 0,025 0,025 0,025 0,035 


or 
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Tabelle VI. Serum (Mensch). 7,75°% EiweiB, 0,609 NaCl. 


Untere Flockungsgrenze: % HgCl,. 





Serumverdiinnung 





0,400 0,400 0,400 0,400 0,400 

0,200 0,238 0,284 0,284 6,284 

0,200 0,218 0,238 0,238 0,284 

0,142 0,168 0,200 0,200 0,284 

0,200 0,238 0,284 0,336 0,476 

0,476 0,568 0,672 0,800 1,340 

0,200 0,284 0,400 0,568 > 1,800 

0,085 0,085 0,050 0,092 > 1,800 

0,018 0,015 0,013 0,018 0.025 

4 0,015 0,013 0,013 0,013 0,025 
10 0,050 0,035 0,025 0,018 0,071 
11 0,084 0,071 0,071 0,100 0,168 
Takata 0.109 0,084 0,084 0,100 > 0,142 


Il. Bestimmung der Hg-Bindung. 


Das Quecksilberbindungsvermégen der SerumeiweiSstoffe unter 
Takata-Bedingungen hatte ergeben, daB die feste Bindung des Queck- 
silbers an EiweiB in sodaalkalischer Lésung fiir die einzelnen Serum- 
eiweibstoffe verschieden groB ist. 100g Serumalbumin binden rund 


30g Hg fest, Serumglobulin etwa die Halfte und Eug!obulin durch- 
schnittlich etwa 21° Hg. Die gleichen EiweiSfraktionen verschiedener 
Tierarten verha'ten sich hierbei praktisch gleich. 


Wie in der Arbeit Haarmanns iiber das Silberbindungsvermégen 
der Proteine gezeigt wurde, steigt dasselbe mit zunehmender Alkali- 
sierung an. Es soll daher im folgenden gezeigt werden, in welchem 
Umfange das gleiche fiir das Quecksilberbindungsvermégen der 
Proteine gilt. Als Ma8 fiir die feste Hg-Bindung an Fiweifi wurde 
die Reaktionsfihigkeit des Quecksilberreagens K.HgJ, mit freien 
Quecksilberionen und locker gebundenem Quecksilber gewahlt, als 
MaB fiir die gesamte Hg-Bindung die Umsetzung von Kalium- 
chromat mit freien Quecksilberionen. Letzteres Verfahren wurde 
zunachst an einigen Verbindungen gepriift, und zwar an Glykokoll, 
Tyramin, das in Form des salzsauren Salzes vorlag, und an o-Amino- 
benzoesaure (Anthranilsiure). Die Anthranilséure wird bekanntlich 
neuerdings vielfach zur gravimetrischen Bestimmung von Schwer- 
metallen verwendet, mit denen sie sehr schwer lésliche komplexe Ver- 
bindungen gibt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle VII zusammen- 
gefaBt. Aus ihr ist die Endkonzentration der untersuchten Stoffe zu 
ersehen, ferner ist die Konzentration des Mercuriacetats angegeben, bei 
der auf Zusatz von Kaliumchromat Mercurichromat auftrat, ferner der 
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Tabelle VII. Hg-Bindung, 





Konzen- Hg-Chromat me 
Mol- ar Hg-Chromat : Aquivalente 
trati Leerwert . 1 
Gewicht oe a bei n Hg" aap te Hg-Bindung Hg auf 1 Mol 
° i £ 


Glykokoll..... 75,05 if, | 2,83-10-2 | 0,46-10 2,37 -10-+ 1,06 

/s  5,01-10-? | 0,46-10-? | 4,55-10- 1,02 
Tyramin, HCl 173,6 , | 1,42-10-2 | 0,46-10 0,96 - 10-' 0,99 
Anthranilsdure 137,06 /s | 2,82-10-? | 0,46-10 2,36 -10-+ 0,97 


eo t tw w& 


Leerwert ohne EiweiB. Aus der Hg-Bindung kann dann ohne weiteres 
unter Beriicksichtigung des Molekulargewichts berechnet werden, wieviel 
Aquivalente Hg auf 1 Mol der untersuchten Substanzen entfallen. 


Wie aus der Tabelle VII ersichtlich ist, binden die untersuchten 
Verbindungen ein Aquivalent Hg. Im Versuch mit Anthranilsdure 
5 5 
schied sich eine dicke Fallung der schwer léslichen Anthranilsadure- 
quecksilberverbindung ab, wodurch aber die gesamte Ablesung der 
Chromatfallung nicht beeintrachtigt wird. Das Verfahren ist fiir unsere 
Zwecke hinreichend genau. 


Tabelle VIII. Hg-Bindung: %. 





Mercuriacetat, Py = 7,0 





Takata- Biuret- 


Hg gesamt Hg fest Bedingungen Bedingungen 


Serumalbumin 63,5 95 29,5 83.0 
Pseudoglobulin 5.4 16,1 80,2 
Euglobulin 9,! 11,6 21,6 

Ovalbumin 16,7 15,5 

Hamoglobin ) 30,7 

Gelatine 7: = 

Casein 56 : 22,2 
Lysalbinsaures 

Protalbinsaures Na. 

Pepton 96,5 55.6 


In Tabelle VIII sind die Ergebnisse des Quecksilberbindungs- 
vermégens wiedergegeben. Die Werte fiir die Serumeiweifstoffe unter 
Takata-Bedingungen sind der Arbeit Haarmanns entnommen und sind 
Mittelwerte der Hg-Bestimmungen aus neun verschiedenen Serum- 
eiweiBstoffen der gleichen EiweiSfraktionen. 

Die Menge des fest gebundenen Quecksilbers nimmt mit fort- 
schreitender Alkalisierung stark zu und betragt in Gegenwart von 
Natronlauge rund das Zehnfache der bei pu = 7 erhaltenen Werte. 
Die starkste Quecksilberbindung von iiber 100 g auf 100g untersuchten 
Stoff beobachten wir beim Pepton. Die SerumeiweiBstoffe binden bei 
extrem alkalischer Reaktion praktisch die gleiche Menge Hg. Stirkere 
Unterschiede kommen erst bei schwacheren Alkaligraden heraus. Das 





14 W. Haarmann: 


gleiche giit auch fiir alle tibrigen EiweiBstoffe. Da 100 g Serumeiweif- 
stoffe 100/6,25 — 16g N enthalten, wire, falls jedes Stickstoffatom 
an ein Aquivalent Hg gebunden ware, eine Quecksilberbindung von 
114g Hg auf 100 g EiweiB zu erwarten. Es ware dies ein Wert, wie wir 
ihn annahernd beim Pepton beobachten. Bei den EiweiSstoffen wird 
dieser jedoch nicht erreicht. Die Versuche zeigen, daB die gréBte Menge 
der im Eiwei8 enthaltenen Stickstoffatome fest mit dem Quecksilber 
komplex gebunden ist. Neben dem Stickstoff sind auch die schwefel- 
haltigen Gruppen an der Hg-Bindung beteiligt, und zwar wird ahnlich 
wie beim Silber die Bindung hier besonders fest sein. Die bindungsfahige 
Gruppe ist wahrscheinlich die CON H-Gruppe. 

Besonders auffallig ist, daB die Quecksilberbindung bei py = 7,0, 
die zum gr68ten Teil nur sehr locker ist, mengenméBig mit der festen 
Quecksilberbindung in Gegenwart von Natronlauge iibereinstimmt. 
Die Werte sind meist etwas niedriger. Aus diesen Befunden ist aber zu 
folgern, daB die bindungsfahigen Gruppen bereits beim Neutralpunkt 
besetzt werden kénnen. Fiir die Silberbindung lie sich dieser Nachweis 
nicht erbringen. Das Quecksilber mu also eine gréBere Affinitét zum 
EiweiB haben als das Silber. 

Der Einflu8 des Saéuregrades auf die feste Quecksilberbindung an 
Rinderserum ist aus der Tabelle LX zu ersehen. Es wurden die Sublimat- 
konzentrationen bei der Serumverdiinnung 1/;2, 1/94 und 1/5_ auf- 
gezeichnet, bei denen innerhalb 1 Minute, 10 Minuten und 24 Stunden 
auf Zusatz von K,HgJ,4 eine Abscheidung von Hg Jy auftrat. 


Tabelle IX. Serum (Rind). 8,1% Eiwei8. 
HgJ, bei % HgCl, nach Minuten bzw. Stunden. 





Serumverdiinnung 





Pu liye Nog 1/36 


1 Min. 10Min. 24 Std. 1Min. | 10 Min. 24 Std. > 1Min. 10Min. 24 Std. 


7 0,060 0,050 0,035 0,042 0,085 0,030 0,035 | 0,080 0,030 

8 0,071 | 0,055 0,035 0,050 0,035 0,030 0,035 | 0,030 _ 
9 0,084 0,084 0,050 0,060 0,050 90,035 0,042 | 0,035 0,030 
10 0,100 | 0,100 0,100 0,071 0,065 | 0,065 0,042 0,085 0,035 
11 0,218 | 0,218 0,218 0,119 0,119 | 0,119 0,071 | 0,065 0,065 
12 0,336 0,336 0,336 0,183 0,183 | 0,183 0,100 | 0,100 0,100 
Takata 0,200 | 0,200 0,200 | 0,119 0,119 | 0,119 0,077 | 0,077 (0,077 


Mit ansteigender Alkalisierung nimmt die untere Grenze der 
Hg Jo-Abscheidung standig zu. Dabei ist der Endwert bei héheren 
Alkaligraden schon nach 1 Minute erreicht, wihrend bei py = 7 bis 9 
sich die Werte erst ailmahlich einstellen. Diese Feststellung besagt. 
da bei schwacheren Alkaligraden der QuecksilbereiweiBkomplex all- 
mahlich durch das Quecksilberreagens zersetzt wird. Die Hg-Bindung 
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ist mithin nur bei hohen px-Wert n sehr fest und groB. Fir reines 
Rinderalbumin wurden folgende Werte fiir die feste Hg-Bindung er- 
mittelt: px = 6 bis 9: 11,2 bis 11,6% Hg: px = 10: 21,4% Hg: pu = 11: 
33,6% Hg: px = 12: 67,0% Hg. 


/0 


Besprechung der Versuchsergebnisse und Zusammenfassung, 


Umfang und Art der Quecksilberbindung an EiweiSstoffe sind, 
wie die Untersuchungen der Arbeit ergaben, vom Sauregrad der Eiweib- 
lésungen abhangig. EiweiBflockung durch Quecksilbersalze und che- 
mische Bindung stehen in keinem Zusammenhang. In stark saurer 
Lésung werden die EiweiBstoffe in Abwesenheit von Chlorid nicht 
gefalit. Eine Ausflockung beginnt erst auf der sauren Seite in unmittel- 
barer Nahe des isoelektrischen Punktes der EiweiBstoffe. Die Queck- 
silberbindung ist hier sehr locker. Sic wird mit ansteigender Alkalisierung 
immer fester. Als Ma8 fiir die feste Bindung an Eiwei’ ist das Verhalten 
des gebundenen Quecksilbers zum Quecksilberreagens Kaliummercuri- 
jodid sehr geeignet, das dissoziiertes und locker gebundenes Quecksilber 
in rotes Quecksilberjodid umwandelt, nicht aber fest gebundenes Queck- 
silber. Die feste Quecksilberbindung betragt bei py 11 etwa das 
Dreifache, bei py = 13 bis 14 das Zehnfache der bei py = 7 fest ge- 
bundenen Menge. Neben dem fest gebundenen Quecksilber ist ein Teil 
des Quecksilbers an das EiweiB locker gebunden. Die Summe des fest 
und locker gebundenen Quecksilbers, also die Gesamtquecksi!ber- 
bindung, ist hierbei anscheinend bei allen Sauregraden, bei denen 
iiberhaupt eine Bindung eintritt, konstant. Lediglich das Verhaltnis 
der beiden Komponenten ist durch den Sauregrad bestimmt. Ob im 
stark sauren Bereich EiweiB ttberhaupt Quecksilber zu binden vermag, 
ist zweifelhaft. Erfolgt eine Bindung, dann diirfte diese ausschlieBlich 
an die sauren S-haltigen Gruppen des EiweiBes erfolgen. 


Das Quecksilbersalz wird vom isoelektrischen Punkt bis ins schwach 
alkalische Gebiet hinein als Ganzes in Form einer Molekiilverbindung 
aufgenommen, indem das EiweiB als Dipol reagiert und mit den Hg- 
Salzen sogenannte Amphisalze bildet. Die Bindung tritt durch chemische 
Nebenvalenzen ein. Mit ansteigender Alkalisierung geht die ionische 
Aminoform allmahlich in die dipolische Aminoform iiber, und zwar die 
einzelnen Aminogruppen bei verschiedenem Sdauregrad. Silbersalze 
verhalten sich, wie in einer friiheren Arbeit gezeigt wurde, wie die Queck- 
silbersalze. Die Affinitat des EiweiBes zum Quecksilber ist erheblich 
groBer als zum Silber. Mit den dipolischen Aminogruppen und den 
—NH—CO-Gruppen tritt dann das Hg in Reaktion. Die Erscheinungs- 
form der Quecksilbersalze ist das Hydroxyd. Die Hg-Bindungen sind 
sehr fest und durch K,HgJ,4 nicht mehr zu lésen. Die Komplexsalz- 
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bildung ist vorwiegend durch den ZusammenschluB der Carboxyl- und 
Aminogruppe bedingt, indem das Quecksilber mit einer Hauptvalenz 
an die Carboxylgruppe und einer Nebenvalenz an die Aminogruppe 
gebunden ist. In einer weiteren Arbeit sollen weitere Méglichkeiten der 
Bindung untersucht werden. Die lockere Hg-Bindung in Form des 
Amphisalzes wird bereits durch Natriumchlorid gesprengt, da die 
Affinitat des Hg zum C] unter Bildung des Komplexes [HgCl,}° gréBer 
ist als zum Eiwei8. Die Fahigkeit des Natriumch!orids, Quecksilber- 
EiweiBniederschlage aufzulésen, erreicht deshalb ihr Maximum in der 
Nahe des isoelektrischen Punktes der Eiweistoffe. 

In Gegenwart von Alkalichlorid werden EiweiBstoffe in saurem 
Bereich vom isoelektrischen Punkt der EiweiBstoffe gerechnet aus- 
geflockt. Reaktionsform des Hg ist jetzt der Komplex [HgCl,]". Die 
KiweiBbase wird hierbei durch die Saure [HgCl,|° niedergeschlagen, 
wobei Molekiilverbindungen gebildet werden. Das Flockungsvermégen 
steigt mit zunehmender Natriumchloridkonzentration an, wahrend im 
alkalischen Bereich, vom isoelektrischen Punkt der EiweiBstoffe ge- 
rechnet, das Auflésungsvermégen des Natriumchlorids fiir EiweiS- 
niederschlage mit der Natriumchloridkonzentration zunimmt. Die 
Kurve der zur Erzielung eines EiweiBniederschlages erforderlichen 
Sublimatkonzentrationen verlaéuft in Gegenwart von Natriumchl!orid 
wechselnder Konzentration fiir Serumalbumin und Ovalbumin bei 
pu = 3,0 genau entgegengesetzt wie bei pu = 7,5. Das gleiche gilt 
annahernd auch fiir die Globuline. 

Der EinfluB des NaCl hért bei px = 11 auf. Die EiweiBflockung 
wird sogar durch Chlorid geférdert. Die Wirkung des Chlorids ist hier 
eine reine Salzwirkung, da sie durch andere Salze wie Sulfat in g!eicher 
Weise auftritt. 

Von den SerumeiweiBstoffen werden besonders leicht die G!obuline 
durch Sublimat ausgeflockt. Serumalbumin erfordert zur Ausflockung 
eine mehrfach héhere Sublimatkonzentration. Das Flockungsoptimum 
liegt fiir das Serumalbumin bei pax = 6,5, fiir das Serumpseudoglobulin 
bei px = 5,5, also im isoelektrischen Punkt, fiir Ovalbumin bei py = 4,5. 
gleichfalls im isoelektrischen Punkt. 

Fir die Hg-Bindung an die EiweiBstoffe des lebenden Organismus 
sind Chloride ohne Bedeutung. Bei dem groBen Uberschu8 an Eiweil 
liegt das Hg ausschlieBlich in fester Bindung vor. Eine EiweiBfallung 
kann hierbei nicht auftreten. Diese kame erst durch Aufnahme von 
locker gebundenem Quecksilber zustande, was sowohl! durch den groBen 
EiweiBiiberschuB, wie auch durch Chlorid verhindert werden wiirde 
Ganzlich anders liegen die Verhaltnisse bei der peroralen Quecksilber- 
vergiftung, wo groBe Mengen von Quecksiibersalzen, meist Sublimat 
in den Magen gelangen. Die EiweiSfallungen werden durch den Komplex 
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(HgCl4]” bedingt. Da bei akuten Quecksilbervergiftungen seit |angem 
Milch oder EiweiB in groBen Mengen gegeben werden, um das auf- 
genommene Quecksilber auszufallen, das dann durch Ausheberung des 
Magens entfernt werden kann, miissen die Bedingungen fiir die Queck- 
silberfallung optimal gestaltet werden. Das kann erreicht werden durch 
gleichzeitige Gaben von Natriumchlorid und Salzséure. Da EiereiweiB 
besonders leicht niedergeschlagen wird, ist die Zufuhr von EiereiweiB 
empfehlenswert. Durch gréBere Eiweiimengen sinkt infolge Bindung 
der Magensalzsiure an das Eiwei8 der Sauregrad ab, wodurch die Be- 
dingungen fiir die Ausflockung verschlechtert werden. Es muB deshalb 
neben Natriumchlorid noch Salzséure zugefiihrt werden. Gleichzeitig 
wird durch die erzeugte Hyperaciditat im Magen die Magenentleerung 
verzogert. 

Uber die Entgiftungsméglichkeiten des Quecksilbers durch Queck- 
silberkomplexbildner soll in spateren Arbeiten ausfiihrlicher berichtet 
werden. Es werden hierbei nur solehe Komplexpartner sich als wirksam 
erweisen, die imstande sind, das Quecksilber aus seiner festen Bindung 
an das EiweiB zu lésen. 
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Uber die Komplexaffinitét von Schwermetallen 
und Eiweifstotten. 
V. Mitteilung: 

Uber die Quecksilberbindung an Nicht-Eiweibstoffe, 
zugleich Beitrag zum Mechanismus der Takata-Reaktion. 
Von 
Walter Haarmann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms- 
Universitat Miinster. ) 
(Eingegangen am 21, September 1942.) 
Es hat verhaltnismaBig lange Zeit gedauert, bis sich die Erkenntnis 


durchgesetzt hat, daB die Takata-Reaktion eine Eiwei8flockungsreaktion 
ist und auf einer Verschiebung des Albumin-Globulin- Quotienten 


- 


zugunsten der Globuline beruht. Es wurden vielmehr von einer Reihe 
von Autoren Veranderungen des Gehalts des Serums an Nicht-Eiweib- 
stoffen, wie Vermehrung von Ammoniak, niederen Fettséuren, Keto- 
verbindungen oder Zerfallsprodukten der geschadigten Leber fiir den 


positiven Ausfall der 7akata-Reaktion verantwortlich gemacht. Diese 
Verbindungen sollen die Schutzkolloidwirkung des Serums auf das sich 
bildende Quecksilberhydroxydsol aufheben. Die Takata-Reaktion 
ware demnach eine Kolloid-Kolloid-Reaktion und nicht, wie Hear- 
mann (1) zeigte, eine QuecksilbereiweiBflockungsreaktion. Erstere 
Ansicht wird u.a. auch von Dirr und seinen Mitarbeitern (2) vertreten, 
der den Nachweis erbrachte, daB Produkte des EiweiB-, Kohlenhydrat- 
und Fettstoffwechsels in physiologisch méglichen Grenzen keinerlei 
EinfluB auf die Takata-Reaktion ausiiben. 

Eine Abschwachung cder Verstarkung der 7akata-Reaktion kann 
nur durch solehe Stoffe erwartet werden, die eine gréBere Komplex- 
affinitat zum Quecksilber besitzen als das EiweiB selbst. Wir kénnen 
mithin die Takata-Reaktion benutzen, um die Affinitat von chemischen 
Verbindungen zum Quecksilber zu priifen. Wir miissen da drei Gruppen 
von Verbindungen unterscheiden. Bei der 1. Gruppe, die ohne Einflu8 
auf die Takata-Reaktion ist, handelt es sich um Stoffe, die entweder 
mit Quecksilber keine Komplexe bilden oder aber deren Komplex- 
affinitaét geringer ist als die der Serumeiweibstoffe. Eine 2. Gruppe 
von Stoffen, die die Takata-Reaktion abschwachen, wird eine gréBere 
Komplexaffinitat zu den SerumeiweiBstoffen haben. Die entstandenen 
Quecksilberkomplexverbindungen miissen aber léslich sein. Die 
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3. Gruppe wird solche Stoffe umfassen, deren Komplexaffinitat gleich- 
falls gréBer ist als die der Serumeiweibstoffe, deren Quecksilber- 
komplexverbindungen aber schwer léslich sind. 

Bekanntlich wird die Takata-Reaktion an geometrischen Serum- 
verdiinnungsreihen angestellt. Der Gehalt an Natriumchlorid (0,6 °,), 
Natriumearbonat (1,6°%) und Sublimat (0,05° ) wird konstant ge- 
halten. In Abwesenheit von Eiweif wird bei dieser Sub!imatkonzen- 
tration kein rotbraunes basisches Salz (2HgO-HgCl,) ausgefillt. 
Das ist vielmehr erst bei einer Sublimatkonzentration von 0,154 °%, der 
Fall. Eine Ausfallung von rotbraunem Salz in Gegenwart von héheren 
Sublimatkonzentrationen wird bei Zusatz von solchen Stoffen aus- 
bleiben, die mit HgO lésliche Quecksilberkomplexverbindungen oder 
aber schwerlésliche Niederschlige bilden, in denen das Quecksilber 
gleichfalls in komplexer Bindung vorliegt. Wir werden bereits aus 
dem Verhalten der untersuchten Substanzen in wasseriger Lésung 
gegeniiber Sublimat eine Sichtung dieser Stoffe vornehmen kénnen. 
Als MaB fiir die Menge des komplexgebundenen Quecksilbers wird die 
Hg O-Menge zu werten sein, die durch die untersuchte Verbindung am 
Ausfallen verhindert wird. Die Menge des festgebundenen Quecksilbers 
wird sich dadurch ermitteln lassen, daB eine EiweiBflockung oder eine 
Abscheidung von HgJ.» auf Zusatz von Kaliummercurijodid erst 
bei héheren Sublimatkonzentrationen auftritt. 

Untersucht wurde die Quecksilberkomplexaffinitat unter den Be- 
dingungen der Takata-Reaktion einer Reihe von Aminosaéuren, Aminen, 
Saureamiden, Aceton, Ammonsalzen, Galle u.a. in Abwesenheit und 
in Gegenwart von EiweiSstoffen. Die Arbeit ist mithin eine Ergaénzung 
meiner Arbeit tiber die chemischen Grundlagen der Takata-Reaktion. 

Die Methodik ist eingehend in friiheren Arbeiten (3, 4) beschrieben. 


I, Quecksilberbindung an Nicht-EiweiBstoffe. 


Um einen Uberblick iiber das Verhalten der untersuchten Ver- 
bindungen dem Quecksilber gegeniiber zu gewinnen, wurden in Tabelle I 
die Verainderungen aufgezeichnet, die beim Zusammenwirken von je 
1/,3% der Verbindungen und Sublimat auftreten. Tyramin, Glutamin- 
sdure und Histidin wurden in Form ihrer salzsauren Salze nach Neutrali- 
sation mit Natriumcarbonat verwendet. Die in Wasser schwer léslichen 
Aminosauren Cystin, Tyrosin und Leucin wurden durch Natrium- 
earbonat in Lésung gebracht. Die gereinigte Galle war Fel tauri 
depur. sice. (Merck). 

Im Kontrollversuch ohne Zusatz und in den Versuchen mit Zusatz 
von Aceton, Galle und Salicylsaure tritt sofort eine Fallung von braunem 
basischem Quecksilbersalz auf. Aceton, Galle und Salicylsdiure bilden 

D* 
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Tabelle I. Ohne EiweiB, Takata-Bedingungen. 


Konzentration der Zusatze: 1/,%,. 





ee rae In Gegenwart Auf weiteren Zusatz 
Zusiatz | von 0,33% Hg Cls von Ky Hg J, 


Ohne Zusatz (Kontrolle). . braune Fallung rotes Hg J, 

Alanin keine ‘> 

Asparagin weiBe 

Aceton braune 

Ammonchlorid weiBe a t 
Athylendiamin | keine weiBe Fallung 

Cystin keine keine Fallung 
Diathylamin keine weiBe Fallung 
Formamid | weiBe rotes Hg J, 

Galle, gereinigt braune - 

Glutaminsaure keine %» 

Glykokoll keine sé 

Harnstoff weiBe ‘a 99 

Histidin | weiBe weiBe Fallung bleibt 
Kreatin keine rotes Hg J, 

Leucin keine : weiBe Fallung, wird rot 
Salicylsiure | braune rotes Hg J, 

Tyramin weiBe weiBe Fallung bleibt 
Tyrosin keine weiBe Fallung, wird rot 
Histamin weiBe weiBe Fallung bleibt 


also keine komplexen Quecksilberverbindungen. In den Versuchen 


mit Asparagin, Ammonchlorid, Formamid, Harnstoff, Histidin, Tyramin 
und Histamin bildet sich bei den gewahlten Konzentrationen auf 
Sublimatzusatz sofort eine dicke weiBe Fallung. In allen iibrigen Ver- 
suchen bleibt jede Fallung aus. Es handelt sich hier vor allem um 
Aminosauren. 


Von den untersuchten Verbindungen werden besonders Tyramin, 
Histamin und Ammonsalze bereits in sehr niedrigen Konzentrationen 
durch Sublimat ausgeflockt. Die Fallungen sehen einer EiweiBfallung 
sehr ahnlich, so daB die Ansicht der Autoren, die die Takata-Reaktion 
auf eine Vermehrung von Ammoniak oder Zerfallsprodukten der ge- 
schadigten Leber beziehen méchten, verstaéndlich erscheint. Das Auf- 
treten eines Hg-Niederschlages besagt nichts iiber die Stabilitaét der 
Hg-Verbindung. Wird eine komplexe Hg-Verbindung durch das Hg- 
Reagens Kaliummercurijodid unter Bildung von rotem Hg Jo zersetzt, 
dann ist damit bewiesen, daB die Hg-Bindung hier weniger fest ist als 
beim EiweiB. So wurden denn zu den Versuchen nachtraglich 1/19 des 
Volumens einer 5%igen K,HgJ,4-Lésung zugesetzt und die Verande- 
rungen aufgezeichnet. 


Die léslichen komplexen Hg-Verbindungen der Aminoséuren werden 
durch das Quecksilberreagens unter Abscheidung von rotem Hg J, zer 
setzt. Eine Ausnahme macht lediglich das Cystin. Diese Feststellung 
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besagt, daB das Hg an die anderen Aminosduren nur locker gebunden 
ist, an dasC ystin dagegen sehr fest. Die weiBe Hg-Fallung von Asparagin, 
Ammonchlorid und Formamid gehen auf Zusatz von K, Hg J, in Lésung 
unter Abscheidung von HgJ,. Die Hg-Fallungen von Histamin, 
Tyramin und Histidin bleiben bestehen, weil das Hg hier fest gebunden 
ist. In Tyrosin- und Leucin-Lésungen erzeugt HgCl. keine Fallung; 
nach Zusatz von K,HgJ, tritt sofort eine weiBe Fallung auf, die sich 
allmahlich unter Abscheidung von HgJ. zersetzt. Die Hg-Bindung, 
besonders an das Tyrosin, scheint erheblich fester zu sein als z. B. an 
tlykokoll. Zusatz von K,HgJ4 zu den komplexen leicht léslichen 
Hg-Verbindungen von Athylendiamin und Diathylamin fiihrt zum 
Auftreten eines weiBen Niederschlages, indem das Basenreagens K,Hg J, 
das Hg aus seiner Bindung an die Basen verdrangt und sich ‘an seine 
Stelle setzt. Die Affinitét der beiden Basen zum K,HgJ4, in dem das 
Hg als Anion vorliegt, ist mithin gréBer als zum HgCl,. Durch das 
Hg-Reagens allein werden die beiden Amine im Gegensatz zu den 
iibrigen untersuchten Verbindungen ausgefalit. Ammonsalze werden 
durch K,HgJ,4, dessen Lésung in Natronlauge als Nesslers Reagens 
bekannt ist, in Gegenwart von Natriumcarbonat nicht zersetzt, sondern 
erst in Gegenwart von starken Atzalkalien. 


Nachdem wir durch die qualitativen Vorproben die Sonderstellung 
des Histidins und des Cystins unter den Aminoséuren erkannt haben, 
soll nunmehr an einigen Aminosduren, Séureamiden und Aminen die 
Hg-Bindung quantitativ ermittelt werden. 


In der Arbeit Haarmanns (1) tiber die chemischen Grundlagen der 
Takata-Reaktion wurde gezeigt, daB EiweiB einen Teil des Quecksilbers 
sehr fest, einen weiteren Teil nur locker bindet. Die Menge des locker 
gebundenen Quecksilbers ist ungefahr doppelt so hoch wie die des fest 
gebundenen. Bei den Serumalbuminen ist die feste Hg-Bindung bereits 
abgeschlossen, bevor eine Ausflockung erfolgt, die erst durch Aufnahme 
von locker gebundenem Hg auftritt. Es ist zu erwarten, da die Amino- 
sduren sich ahnlich wie EiweiB verhalten. 


Die gesamte Hg-Bindung, also die Menge des fest plus locker gebundenen 
Hg, laBt sich durch die Léslichkeitserh6hung des HgO bestimmen. Es muf 
die Hg-Konzentration ermittelt werden, bei der HgO einmal in Abwesenheit 
der untersuchten Substanzen und dann in deren Gegenwart auftritt. Die 
Differenz ergibt die Konzentration des gebundenen HgCl,. Die Menge des 
fest gebundenen Hg 1aBt sich durch Zusatz von K, Hg J, von der Menge des 
insgesamt gebundenen Hg abgrenzen. Hieraus kann unter Beriicksichtigung 
des Mol.-Gewichts der Verbindungen und der angewandten Konzentration 
die molare Hg-Bindung in Aquivalenten Hg berechnet werden. Der Um- 
schlagspunkt, HgO-Bildung, ist besonders in den Fallen leicht und scharf 
ablesbar, in denen lésliche Hg-Komplexe entstehen. Es erfolgt keine Ab- 
scheidung von HgO, wie man erwarten sollte, sondern es tritt eine Braun- 
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bzw. Gelbfarbung auf. Die Farbung vertieft sich mit steigendem Hg-Uber- 
schuB immer mehr. In Gegenwart von 0,1% Leucin z, B. tritt bei 0,568°, 
Sublimat eine Gelbfarbung der Lésung auf, eine HgO-Abscheidung als 
Bodensatz erfolgt nicht einmal in Gegenwart von 2°, Sublimat. Das 
Leucinmolekiil muB8B mithin imstande sein, durch Restvalenzen weitere 
groffe Mengen Quecksilber in Form des Hydroxyds zu binden, Die sogenannte 
adsorptive Bindung an Kolloide, etwa EiweiBstoffe, wird gleichfalls dureh 
Restvalenzkrafte bedingt sein. Die sogenannte adsorptive Bindung an 
Kolloide beruht demnach auf einer chemischen Bindung. Diese Schutz- 
wirkung gegen das Ausfallen von HgO zeigt sich bei allen untersuchten 
Aminosiuren, Einige Ubung erfordert die Bestimmung des Umscblag- 
punktes bei den Verbindungen, die unlésliche Hg-Verbindungen geben, 
Der Zusatz von HgCl, muB schnell bei guter Durchmischung erfolgen, weil 
sich sonst HgO abscheidet, das nicht wieder in Lésung geht, im Gegensatz 
zu den Verbindungen, die lésliche Quecksilberkomplexe liefern. Besonders 
vorsichtig muB beim Histidin und Harnstoff verfahren werden, Beim 
Tyramin und Formamid sind die Umschlage sehr scharf. 


Die Ergebnisse der Hg-Bindungsversuche, in denen die gesamte 
Hg-Bindung bestimmt wurde, sind in Tabelle II zusammengestellt. 
Der Leerwert, das ist die HgCl,-Konzentration, bei der eine Ausfalluny 
von HgO auftritt, betragt 0,154°% HgCl.. Die HgCl.-Konzentration, 


Tabelle Il. Hg-Bindung. 





Konzen- HgO / 
Mol.- tration bei HgCl, Hg-Bindung 


Aquivalent: 
(0 Hg 
gewicht % %He Cl, gebunden 


Untersuchter Stoff 


Glykokoll ‘ 1,446 4,02 
0,872 0,718 3,98 
Leucin 131,1 | é 0,952 0,798 3,9 
0,568 0,414 4,0 


Glutaminséurehydrochlorid 183,6 | é 0,732 0,578 
| | 0,436 0,282 

240,0 | 0,800 0,646 

| 0,476 | 0,322 

209,6 0,2 1,232 1,078 

| 0,1 0,672 0,518 

0,05 0,400 0,246 

0,025 0,284 0,130 


Formamid 5.0 | 0.2 1,344 1,190 
| 0.1 0,800 0,646 


Harnstoff | 0,10 1,040 0,886 
| 0,05 0,616 0,462 

0,025 0,366 0,212 

Tyraminhydrochlorid 173,6 | 0,2 0,476 0,322 
1 DA 0,336 0,182 

Athylendiamin............ » 60,08 0,10 1,136 (0,982 
0,05 0,616 0,462 

0,025 0,400 0,246 
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die durch eine bestimmte Konzentration der untersuchten Stoffe, meist 
0,2 und 0,1°%, gebunden wird, ergibt sich aus der Differenz der HgCly- 
Konzentration, bei der HgO auftritt, und dem Leerwert. Die HgO- 
Farbungen sind bestandig mit Ausnahme der Gegenwart von Glykokoll, 
wo allmahlich im Laufe von Stunden eine weibe Fallung, dann Ab- 
scheidung von metallischem Hg erfolgt. Bekanntlich ist Glykokoll in 
alkalischer Lésung ein starkes Reduktionsmittel, das unter anderem 
in der Photographie als Entwickler verwendet wird. Das vom Gly- 
kokoli aufgenommene Hg wird zu metallischem Hg reduziert, besonders 
leicht dann, wenn tiberhaupt noch kein HgO aufgetreten ist. 

Die einfachen Aminosaéuren Glykokoll, Leucin und Glutaminsaéure 
haben je 4 Aquivalente Hg gebunden, Cystin und Athylendiamin 
dagegen 6 und Histidin sogar 8 Aquivalente Hg. Da& Cystin und Histidin 
mehr Aquivalente Hg binden wiirden als die einfachen Aminosauren, 
war zu erwarten, da das Cystinmolekiil zwei Aminogruppen und zwei 
S-Gruppen und das Histidinmolekii] neben der Aminogruppe in der 
Seitenkette noch zwei N-Atome im Kern entha't. Das einfachste 
Saureamid, das Formamid, bindet 2 Hg-Aquivalente, desgleichen das 
Amin Tyramin, wahrend Harnstoff als Diamid 4 Hg-Aquivalente 
inaktiviert. Ob die Reaktionsform des HgCl, das Hydroxyd ist wie unter 
den gleichen Bedingungen beim EiweiB, wo nur das Hg in das Eiweif- 
molekiil eintritt, nicht aber das Cl, ist hierbei ungeklart. Wir kénnen 
aber auch hier damit rechnen, da8 nur das Hydroxyd die Erscheinungs- 
form des Hg ist. 

Wie in einer friiheren Arbeit iiber die Silberbindung an Eiweib- 
stoffe und Aminosduren beschrieben wurde, ist in den so entstehenden 
inneren Schwermetallkomp'exsalzen die Metallbindung fester als in 
den Komplexverbindungen, in denen das Metal!salz als Ganzes in Form 
einer organischen Molekii verbindung aufgenommen wird. Wie in den 
Versuchen der Tabelle VII der vorigen Arbeit (4) gezeigt wurde, nehmen 
die Aminosiuren und Amine hier nur ein Aquivalent Hg auf. Das 
Hg-Bindungsvermégen wird a’so ahnlich wie beim Silber durch Alkali- 
sierung der Lésung ganz erheblich gesteigert. 

Das hohe Quecksilberbindungsvermégen bei alkalischer Reaktion 
ist fiir den Harnstoff seit langem bekannt. In neutraler Lésung verbindet 
sich der Harnstoff mit dem selbst stark komplexen Sublimat nicht, wohl 
aber mit stark dissoziierten Hg-Salzen. Mit Sublimat gibt er erst in al- 
kalischer Lésung schwerlésliche Komplexverbindungen. Schon aus diesem 
Verhalten kann geschlossen werden, da® die Affinitat des Harnstoffs zum 
Quecksilber nicht besonders groB sein kann. Die lockere Hg-Bindung 
ist auch daraus zu entnehmen, dai die Ausfallung des Harnstoffs durch 
Sublimat-Natriumecarbonat durch Aminosiuren, wie z. B. Glykokoll, ver- 
hindert wird. Die Komplexaffinitaét der Aminoséiuren zum Hg ist also 
groBer als die des Harnstoffs. 
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Durch Zusatz des Quecksilberreagens werden die komplexen 
Hg-Verbindungen unter Abscheidung von Hg J, zersetzt. Beim Cystin 
und Histidin wird nur ein Teil des aufgenommenen Hg aus seiner 
Bindung gelést. In Tabelle III ist die feste Hg-Bindung des Histidins 
und Cystins naher untersucht. 


Tabelle II]. Feste Hg-Bindung. 





tT 


Konzen- Hg J» . Hg-Bindun 
Mol.- tration bei Hg Cl, He-Bindung 4 ovivalente 
gewicht ; _ ae 
9 9 % Hg Cl, 


0 /o 


A:ninoséiure 


Histidinchlorhydrat 209,6 0,20 0,568 0,541 
0,10 0,284 0,257 
0,05 0,154 0,127 
0,025 0,092 0,065 


Cystin : 0,20 0,476 0,449 
0,10 0,260 0,233 
0,05 0,142 0,115 


Cystin und Histidin binden je 4 Aquivalente Hg fest, das Histidin 
auBerdem 4 Aquivalente Hg locker, das Cystin 2 Aquivalente. Die 
gréBere Affinitat des Hg zu den S-Gruppen des Cystins gegeniiber den 
N-Gruppen des Imidazolkerns des Histidins ]aBt sich leicht durch den 
Versuch zeigen. Histidin wird durch Sublimat in alkalischer Lésung 
unter Bildung eines weiBen Niederschlags ausgeflackt, nicht aber Cystin. 
Ware die Komplexaffinitat des Histidins gréBer als die des Cystins, 
dann diirfte diese Fallung nicht durch Zusatz von Cystin gelést werden. 
Da das Histidin in Gegenwart von Cystin nicht bzw. erst nach Ab- 
sattigung des Cystins mit Hg ausgeflockt wird, ist damit der Nachweis 
erbracht, daB das Cystin eine gréBere Affinitaét zum Hg besitzt als das 
Histidin. 

Ob noch andere Aminosiauren eine ahnlich hohe Affinitét zum Hg 
haben wie Histidin und Cystin, wurde nicht untersucht, weil uns diese 
Aminoséuren nicht zur Verfiigung standen und weil in dieser Arbeit 
ja nur das Grundsatzliche der Hg-Komplexbindung untersucht werden 
sallte. Nach den Ergebnissen von K. Dirr und Platiel scheint nur das 
Arginin eine groBe Affinitét zum Hg zu besitzen, da es die Takata- 
Reaktion verstarkt. 


II. Beeinflussung der Takata-Reaktion durch Nicht-EiweiBstoffe. 


Nachdem wir die Affinitaéten einer gréBeren Anzahl von Verbin- 
dungen zum Hg kennengelernt haben, soll nunmehr untersucht werden, 
ob die Ausflockung von EiweiBstoffen durch Sublimat unter Takata- 
Bedingungen in Gegenwart der gepriiften Substanzen auch tatsachlich 
nach den aufgesteliten Grundsatzen erfolgt. Vor allem muBte erwartet 
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werden, daB diejenigen Substanzen, deren komplexe Hg-Verbindungen 
durch das Hg-Reagens zersetzt werden, die Ausflockung der Eiweib- 
stoffe nicht verdndern. 

An EiweiBstoffen wurden Serum von Rind und Pferd und Serum- 
pseudoglobulin (Pferd) verwendet. Die Serumverdiinnungen betrugen 










Tabelle LV. Serum. 


Untere Flockungsgrenze: °, HgCl.,. 
id oO ) 














Konzentration der Zusitze 








Serum 





Zusitze 





0,0 9/5 Uig2 Yo 1 96 ° 0 Ugg Of og %o 


















Beperegm 25.3. 5. 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 

MINE tio leiees' She Ws 0,042 0,054 0,071 0,092 0,142 

Glykokoll ........... 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 

RUAOEIN, oid s.'6 0 ho och ses 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 Pferd 
OPTOMA 6 ciiorois g's oes ee 0,042 0,042 0,054 0,065 0,071 ( Verdiinnung: 1/24 
Ammonsulfat ........ 0,042 — ~ -- 0,168 

Harnstoff ........... 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 

OR Sa 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 

5 se ae eres 0,060 0,060 0,071 0,084 0,119 

Ammonsulfat ........ 0,060 0,065 0,084 0,109 0,168 | Rind 
Re 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 § Verdiinnung: 1 24 
B-Oxybuttersdure .... | 0,060 | 0,060 0,060 0,060 0,060 

eg ee 0,060 | 0,065 0,071 0,084 0,100 

oe ee 0,071 /0,071 — - 0,100 | Rind 
0 ae 0,071 | 0,060 — 7 0,050 ) Verdiinnung: 1/48 
MPPPOTAI, os occ cress 0,071 0,060 — - 0,060 













Tabelle V. 


Serumverdiinnung: !/,, und !/,,. Konzentration der Zusatze: 1/,, und 14/4.°%. 


Rinderserum. 








|| Flockung bei HgCl,|) Hg J» bei Hg Cl, 
1} 0 0 0 


0 






: Flockung Hg J, 
| 24 48 24 45 9 Hg Cly % 9 Hg Cl, 





Zusiitze Teta 


















POMPOUS. 2 bccicensireees 0,071 0,050 0,042 0,071 0,060 
EON oa Cas cee} 65 0,119 0,084 0,200 0,100 0,142 = 













PES i Nea ek 0,071 0,050 0,084 0,042 0,071 0,060 
Ammonchlorid .......... 0.119 0,084 0,084 0,042 0,168 0,060 
Asparagin .............- 0,071 0,050 0,084 0,042 0,071 0,060 
Athylendiamin .......... 0.119 0,084 = ee 0.142 i 
MRE a WA Fh ce Rabu 0,168 0,100 0,183 0,100 _ 
Diathylamin............ 0,071 0.050 0.084 0,042 0,077 0,060 
Formamid.............. 0,130 0,060 0,084 0,042 0.168 0,065 
Glutaminsaure .......... 0,071 0,050 0,084 0,042 0,071 0,060 
Glykokoll .............: 0,071 0,050 | 0,084 0,042 0,071 0,060 
ce 0,071 0,050 0,084 0,042 > 0,071 9,060 
WOMMEHEEIL 6c 0 Ss cue cece ess 0.119 0,071 0,092 0,100 0,183 






RUE Ho VA aS 0,071 0,050 0,084 0,042 0,071 0,060 
Salicylsiure............. 0,071 0,050 0,084 0,042 0,071 0,060 
aaa 0,071 0,050 ~ ~ 0,071 





oe i. Bra pies ara aba 0,100 0,071 0,130 0,071 0,119 0,119 
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194 und !/4,. Die Konzentration der Zusatze ist in den Tabellen ver- 
merkt. Bestimmt wurde die untere Flockungsgrenze der EiweiBstoffe 
und ferner in den Versuchen der Tabelle V die HgCl,-Konzentration, 
bei der die feste Hg-Bindung beendet ist. 

Wie zu erwarten war, beeintrachtigen Alanin, Asparagin, Diathy)- 
amin, Glutaminséure, Glykokoll, Leucin, Harnstoff, Galle, Kreatin. 
p-Oxybuttersdure und Salicylsiure die untere Flockungsgrenze von 
SerumeiweiB nicht, Cystin, Athylendiamin und Pepton erhéhen sic 
erheblich, wahrend Histamin und Tyramin sie, wenn auch nicht rege|- 
mafig, herunterdriicken. Vollkommen aus der Reihe fallen Aceton. 
Ammonsalze und Formamid, die wie das Cystin die untere Flockungs- 
grenze erhéhen. Diese Erhéhung der unteren Flockungsgrenze ent- 
spricht der Hg-Menge, die von der zugesetzten Verbindung fest gebunden 
ist. In Gegenwart von !/24° 5 Cystin flockt Pferdeserum, !/54 verdiinnt, 
bei 0,142 ° HgCl, aus, im Kontrollversuch ohne Cystin dagegen bereits 
bei 0,042° HgCl, (Tabelle IV). 0,100°% HgCl, sind also von 1/5,°, 
Cystin gebunden worden, was einer Hg-Bindung von 4,25 Aquivalenten 
Hg auf 1 Mol Cystin entspricht. Die entsprechenden Versuche mit 
Rinderserum zeigen dasselbe Verhalten (Tabelle V). Hier wird die 
untere Flockungsgrenze von 0,071 auf 0,168° HgCl. heraufgesetzt, 
was eine Hg-Bindung von 4,15 Aquivalenten ausmacht. DaB diese 
Hg-Bindung sehr fest ist, beweist der Ausfall der Bestimmung der 
festen Hg-Bindung mittels des Hg-Reagens. Wahrend im Kontrol!- 
versuch die HgJ,-Bildung bereits bei 0,084° HgCl, eintritt, erfolgt 
sie in Gegenwart von !/54,°% Cystin erst bei 0,183°% HgCl,. 2 Aqui- 
valente wurden also vom Cystin gebunden. Erhéhung der unteren 
Flockungsgrenze und direkte Bestimmung der festen Hg-Bindung 
stimmen mithin in ihren Ergebnissen iiberein. Diese Beziehung gilt 
jedoch nur dann, wenn die komplexen Hg-Verbindungen selbst leicht 
laslich sind. Athylendiamin flockt je nach der angewandten Konzen- 
tration bei verschiedenen Hg-Konzentrationen aus, eine 0,2 °ige Lésung 
bei 0.476% HgCly, eine 0,1%ige Loésung bei 0.238% HgCls, eine 
0,05 °° ige Lésung bei 0,119% und eine 0,05 ° ige Lésung bei 0,084 °, 
HgC!,. Die Ausflockung beginnt hier also erst dann, wenn etwa ein 
Aquivalent Hg aufgenommen ist. Verdiinntere Lésungen werden 
demnach eher ausgeflockt a!s starkere Lésungen, ein Verhalten, das 
typisch ist fiir eine Komplexbi'dung. Handelt es sich um eine Salz- 
bildung, etwa die Ausfallung von Bariumsulfat, dann wird die Aus- 
fallung durch einen Uberschu8 des einen Fallungspartners begiinstigt. 
Beim Athylendiamin la8t sich aus der Verzégerung der Hg O-Bildung 
nicht die Menge des aufgenommenen Hg berechnen, weil das Athylen- 
diamin selbst ausgeflockt wird. Das gleiche gilt fiir das Histidin, dessen 
Hg-Verbindungen im Gegensatz zu denen des Histamins und Tyramins 
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betrichtlich léslich sind. Die untere Flockungsgrenze der Serum- 
eiweiBstoffe wird deshalb erhéht. Die die Ausflockung der Serumeiweib- 
stoffe verzégernde Wirkung des Tyrosins beruht auf der erheblichen 
Affinitat des Tyrosins zum Hg, was daraus zu entnehmen ist, daB auch 
die Hg J.-Bildung verzégert ist. 

Ungeklart ist das Verhalten von Aceton, Ammonsalzen und 
Formamid, von denen das Aceton sich unter den gewahlten Bedingungen 
nicht mit Hg verbindet. Wie die Bestimmung der festen Hg-Bindung 
zeigt, wird in Gegenwart von Aceton und Eiweif mehr Hg fest gebunden 
als in Gegenwart von Eiweif allein. Hieraus darf geschlossen werden, 
daB das Aceton am Eiweifmolekiil tiefgehende Veranderungen hervor- 
ruft, so daf mehr bindungsfahige Gruppen fiir das Hg entstehen. In 
welcher Weise das EiweiBmolekiil durch Aceton verandert wird, bleibt 
hierbei ungeklart. 

Die starke Beeinflussung von Takata-positivem Serum durch Zusatz 
von Aceton und Acetessigsiure, wobei die Wirkung der Acetessigsiure 
noch starker war als die des Acetons, wurde bereits von Dirr und Platiel 
aufgefunden, ohne aber eine Aufklarung fiir dieses merkwiirdige Verhalten 
zu geben, Da bei schweren Diabetesfallen die Acetonkérper stark erhoht 
sind, kénnte der negative Ausfall der Takata-Reaktion trotz erheblicher 
Leberschadigung unter Umstanden auf die Wirkung des Acetons und der 
Acetessigsaure zu beziehen sein, Dieser Schlu8 darf aber erst dann gezogen 
werden, wenn durch Bestimmung des Albumin-Globulin-Quotienten tat- 
sachlich eine erhebliche Vermehrung der Globuline sich ergeben hat. Ob 
beim Diabetes auch die Bereitstellung der SerumeiweiBstpffe durch die 
Leber gestért ist, ist meines Wissens noch nicht naéher untersucht. Die 
Takata-Reaktion zeigt eben nur eine Stérung dieser einen Partialfunktion 
der Leber an, nicht aber eine Stérung des Kohlenhydrat- und Fettstoff- 
wechsels der Leber. 

In den Versuchen mit Ammonsalzen fallt auf, daB& bereits auf 
Zusatz einer geringen HgCl,-Konzentration eine starke Opaleszenz 
der Lésung in Gegenwart von EiweiB auftritt. Diese Opaleszenz beruht 
auf dem Auftreten von weiBem Prazipitat, HgNH.Cl. Das Prazipitat 
wird vom Eiweif fest umschlossen und geht nicht wieder in Lésung. 
Die schlieBlich auftretenden Fallungen sind sehr gering und sehen nicht 
wie eine EiweiBflockung aus, sondern wie ausgefalltes Prazipitat. Wenn 
bei der Beurteilung des Einflusses von zugesetzten Substanzen auf die 
Takata-Reaktion auch die Triibungen gewertet werden, dann werden 
Ammonsalze eine Verstarkung der Takata-Reaktion vortauschen. 
Werden aber nur die auftretenden Flockungen gewertet, so werden die 
Ammonsalze die Takata-Reaktion abschwachen. 

Fiir das Formamid, dessen Komplexaffinitat zum Hg geringer ist 
als die des EiweiBes selbst, was aus der Unbeeinflu8barkeit der festen 
Hg-Bindung hervorgeht, méchten wir gleichfalls chemische Verande- 
rungen des EiweifSmolekiils annehmen, die sich vor allem auf die physi- 





28 W. Haarmann: 


kalischen Eigenschaften des EiweiBes, besonders hinsichtlich seiner 
Ausflockbarkeit, beziehen. In ahnlicher Weise, wie Salze die Aus- 
flockbarkeit der EiweiBstoffe erhéhen, wird Formamid sie verringern 

In den in Tabelle VI wiedergegebenen Versuchen wurde der Einflu} 
von Natriumearbonat und Natriumchlorid auf die Serumflockung 
geprift. Ein Gehalt an 1,4°, Natriumecarbonat und 0,6°% Natrium. 
chlorid entspricht den Takata-Bedingungen : 


Tabelle VI. 
Serumverdiinnung: 1/,,. Serumflockung bei % HgCl,. 





Serum 


0), Nay CO; 0/9 NaCl — 
Pferd 





Mensch Kaninchen 


0,35 0,0 0,119 > 0,200 0,084 
0,70 0,0 0,119 0,142 0,071 
1,40 0,0 0,119 0,119 0,050 
2,80 0,0 0,100 0,100 0,035 
5,60 0,0 — 0,060 0,030 


0,35 0,6 0,119 > 0,200 0,050 
0,70 0,6 0,119 > 0,200 0,050 
1,40 0,6 0,119 0,142 0,042 
2,80 0,6 0,100 0,119 0,035 
5,60 0,6 “s 0,071 0,030 


1,40 0,0 0,119 0,119 0,050 
1,40 0,6 0,119 0,142 0,042 
1,40 1,2 0,100 -- 

1,40 2,4 0,084 _ —_ 
1,40 4,8 0,035 _ —_ 


0,35 0,0 0,119 > 0,200 0,084 
0,35 0,3 0,119 > 0,200 0,060 
0,35 0,6 0,119 > 0,200 0,050 
0,35 ‘ 0,071 na 0,042 
0,35 ¢ 0,050 a 0,030 
0,35 | 0,025 rn - 


Durch Zusatz steigender Konzentrationen von Natriumcarbonat 
nimmt das Flockungsvermégen des Serums zu. Hierbei ist Kaninchen- 
serum der Typus eines stets Takata-negativen Serums, Pferdeserum 
der Typus eines stets Takata-positiven Serums, weil im Kaninchenserum 
stets die Albumine, im Pferdeserum dagegen die Globuline tiberwiegen. 
Menschliches Serum entspricht in Takata-positiven Fallen der Ver- 
teilung der SerumeiweiBfraktionen im Pferdeserum, bei gesunder Leber 
der Zusammensetzung von Kaninchenserum. In Gegenwart von 
0,6% NaCl wird die Ausflockung von Pferdeserum geférdert, von Ka- 
ninchenserum aber verzégert, wahrend Serum von lebergesunden 
Menschen unbeeinfluBt bleibt. Die Ursache fiir dieses unterschiedliche 
Verhalten ist darin zu suchen, daB unter Takata-Bedingungen die 
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Quecksilberflockung von Albumin durch 0,9°, Natriumchlorid ver- 
zogert wird, nicht dagegen die Globulinflockung. Wird die Konzen- 
tration des Natriumchlorids weiter gesteigert bei gleichbleibendem 
Gehalt an Natriumcarbonat, nimmt das Flockungsvermégen stark zu, 
und zwar starker in Gegenwart von 035°, Natriumcarbonat als in 
Gegenwart von 1,4° Natriumcarbonat. Salze, wie z. B. Natriumsulfat, 
verstarken ahnlich wie Natriumchlorid gleichfalls die Ausflockung von 
EiweiBstoffen durch Sublimat. Setzen sich die Salze, wie z. B. Natrium- 
sulfat, nicht mit Sublimat unter Bildung von komplexen Quecksilber- 
verbindungen um, so beobachten wir bei simtlichen Saéuregraden eine 
Verstarkung der Quecksilberflockung. Eine Abschwachung der Flockung 
tritt niemals auf. Die Wirkung der Salze beruht auf ihrer aussalzenden 
Wirkung auf die Quecksilber-EiweiBverbindungen. Bei der Anstellung 
der Takata-Reaktion ist es nicht gleichgiiltig, ob statt einer Lésung von 
Natriumcarbonat eine Lésung von Soda der gleichen Konzentration 
verwendet wird, wie das oft geschehen ist, enthalt doch Natriumcarbonat 
2,7mal mehr Carbonat als Soda (Na,COg-10H,0O). 

Zu den bisher beschriebenen Versuchen wurden als EiweiBlésungen 
Verdiinnungen von Serum verwendet, d.h. ein Gemisch von Albumin 
und Globulin. Zu den folgenden Versuchen (Tabellen VII und VIII) 
wurde Pseudoglobulin (Rind) benutzt, weil die untere Flockungsgrenze 
fiir Globulin tiefer liegt als fiir Serum von gleichem EiweiSgehalt, der 
Leerwert mithin kleiner ist, und weil mit der Méglichkeit zu rechnen war, 
daB sich vielleicht neue Gesichtspunkte fiir die Deutung der bisherigen 
Ergebnisse ergeben wiirden. Es galt das besonders fiir die Deutung 
der Wirkung von Aceton und Formamid, die die untere Flockungsgrenze 
der EiweibBstoffe des Serums erhéhen. 


Tabelle VII. 0,2 Pseudoglobulin (Rind). 





Flockung bei Hg Cl,: °/9 Aquivalente Hg gebunden 
Zusiitze tf ee 
1/45 9 Zusatz | '/59 %9 Zusatz | 1/15 %9 Zusatz 1/39 %/9 Zusatz 








Kontrolle 0,025 0,025 — . 
Athylendiamin 0,091 0,055 4,4 4,0 
Diaithylamin 0,025 0,025 0,0 0,0 
Cystin 0,168 0,100 3,8 4,0 
Tyrosin 0,025 0,025 0,0 0.0 
Tyramin . 0,025 0,025 0,0 0,0 
Ammonchlorid ~ 0,119 9 : 
Formamid 0,030 0,025 0,25 

Aceton 0,091 0,060 4,3 4,3 


0,0 


Die Versuche stimmen in ihren Ergebnissen mit den an Serum 


gewonnenen Ergebnissen iiberein (Tabellen [IV und V). Eine Ausnahme 
bilden Formamid und Tyrosin, die die untere Flockungsgrenze von Pseudo- 
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globulin nicht veraéndern, die des Serums aber erhéhen. Diese Befunde 
diirften wohl nur in der Weise zu deuten sein, dab Formamid und Tyrosin 
mit dem Serumalbumin zusammentreten, nicht aber mit Serumglobulin. 
Formamid und Tyrosin fiir sich allein binden, wie aus Tabelle II hervor- 
geht, Quecksilber nur locker. Sie beeinflussen daher die Ausflockung 
von Pseudoglobulin nicht. In Gegenwart von Tyrosin wird die feste 
Hg-Bindung des Serums erhéht (Tabelle V). Da Tyrosin das Hg nur 
locker bindet, miissen hier also feste Bindungen fiir das Hg am Eiweil 
entstanden sein. Diese Versuche zeigen, das das Serumalbumin 
reaktionsfaihiger ist als das Pseudoglobulin. 


Cystin und Athylendiamin binden in Ubereinstimmung mit fritheren 
Versuchen 4 Aquivalente Hg, desgleichen das Aceton. In Serum ist die 
Hg-Bindung in Gegenwart von Aceton erheblich gr6éBer, besonders wenn 
wir die feste Hg-Bindung beriicksichtigen. Sie wiirde bei Verwendung 
von Rinderserum (Tabelle V) 12 Aquivalente Hg betragen. Uber den 
Mechanismus der Acetonwirkung geben unsere Versuche keinen Anhalts- 
punkt. 


Bekanntlich sind bei den Verbindungen des Quecksilbers im Gegensatz 
zu anderen Metallen die Unterschiede in der Dissoziation und demgema} 
im chemischen Verhalten besonders groB. Die stark dissoziierten Hg-Ver- 
bindungen, wie Nitrat, Sulfat, Acetat und Fluorid, werden durch Wasser 
hydrolytisch zerlegt unter Abscheidung von Quecksilberoxyd. Nur sie 
geben mit Rhodaniden, Chromaten und Harnstoff Fallungen, die im Uber. 
schuB von Rhodanid und Harnstoff wieder léslich sind. Die Halogen. 
verbindungen des Quecksilbers sind durch Bildung von Aquoverbindungen 
nur sehr wenig dissoziiert. AuBerordentlich stark komplex ist das Mercutri- 
eyanid, Es gibt keine der bekannten Reaktionen auf Hg-Ionen, weder mit 
Alkalicarbonat, Ammoniak, Atzalkalien noch Alkalijodid. Lediglich mit 
H,8 entsteht HgS wie bei den iibrigen Hg-Verbindungen. Mit HgO gibt 
-HgCN 
“HgCN’ 
Quecksilbercyanid glatt zersetzt, besonders leicht durch HJ. Durch das 
Hg-Reagens K,HgJ, wird Hg(CN), von py 4,7 ab, wie eigene Versuche 
ergaben, schnell unter Abscheidung von HgJ, zersetzt. Die Zersetzungs- 
geschwindigkeit wird durch weiter zunehmende Saéuerung erhéht. Im 
Gegensatz zu den Halogenverbindungen des Quecksilbers, die Harnstoff 
nur bei alkalischer Reaktion ausfallen, werden Harnstoff und Eiweif durch 
Mercuricyanid selbst bei Variierung des Sauregrades nicht ausgeflockt. 
Durch iiberschiissiges Alkali-Chlorid, Bromid und Jodid gehen die ent- 
sprechenden Hg-Verbindungen leicht in komplexe Hg-Verbindungen iiber, 
deren Stabilitat sehr erhebliche Unterschiede aufweist. Der Komplex 
[HgCl,|Na, zerfallt in wasseriger Losung bereits beim Verdiinnen in seine 
Bestandteile. Durch Zusatz von Alkalichlorid wird nach dem Massen- 
wirkungsgesetz die Stabilitat des Komplexes erhéht. Bei nicht zu groBem 
UberschuB an Alkalichlorid wird der Komplex [HgCl,]* durch Alkalicarbonat 
unter Abscheidung von 2 HgO - HgCl, zersetzt. Ammonchlorid und HgCl, 
bilden die den alten Arzten unter dem Namen Alembrotsalz bekannte 
Verbindung (NH,),HgCl,, die nach eigenen Untersuchungen bis pq = 6 


Mercuricyanid O- Durch die Halogenwasserstoffsiuren wird das 
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bestandig ist, von py = 6,5 aber bereits unter Abscheidung von wei8em 
Prazipitat, HgNH,Cl, zersetzt wird. Die Verwendung des Alembrotsalzes 
an Stelle von Sublimat bietet gewisse Vorteile. Beim Zusammentreffen 
mit dem Gewebe bildet sich weiBes Prazipitat in feinster Verteilung. Weibes 
Prazipitat wird vom Gewebe schwerer resorbiert als Sublimat, so daB die 
Gefahr der resorptiven Hg-Vergiftung daher geringer ist als beim Sublimat. 
Der Komplex [Hg Br,]° ist gegen Alkalicarbonat bestandig, wird aber durch 
Ammoniak gespalten, desgleichen durch Alkalilauge unter Hg O-Abschei- 
dung. Der Komplex |HgJ,]° bildet sich auBerordentlich leicht und ist 
sehr fest. Er gibt keine der gew6hnlichen Hg-Reaktionen, wird durch 
Ammoniak nicht einmal in Gegenwart von n/10 NaOH, sondern erst von 
stirkeren Alkaligraden unter Abscheidung von N Hg, J + H,O zersetzt. Die 
Affinitat des Quecksilbers zum Stickstoff nimmt ganz allgemein mit an- 
steigender Alkaleszenz zu, die Affinitat zum Halogen dagegen ab. 


In den in Tabelle VIII wiedergegebenen Versuchen wurde die Ein- 
wirkung einiger Komplexbildner auf die untere Flockungsgrenze von 
Pseudoglobulin gepriift 


Tabelle VIII. Pseudoglobulin, 0,4°%. 


Untere Flockungsgrenze: °,HgCl,. 





Konzentration der Zusiitze: mol. 
Zusitze ‘ a bases 


1/6400 | 1/3200 = 1,1600 1/800 1/400 1/200 1 100 


Na-Cyanid 0,038 0,042 0,046 0,055 0,071 0,100 0,168 0,308 

Na-Rhodanid 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038) 0,038 0,038 

Thioharnstoff 0,038 0,046 0,054 0,071 0,109 

Na-Bromid 0,038 0,038 0,038 0,038 0,042 0,048 0,055 0,060 
Zusiitze 0,0 1/50 1/25 | 1/12,5 | 1/6,25 


Na-Bromid 0,071 0,119 0,284 | 0,800 


. 


Natriumrhodanid beeinfluBt die EiweiBflockung nicht, wie zu er- 
warten war. Der Komplex |Hg(SCN).] ist sehr wenig fest und entsteht 
in Gegenwart von Chlorid tiberhaupt nicht. Natriumeyanid setzt die 
untere Flockungsgrenze von Pseudoglobulin stark herauf. Unter den 
von uns gewahlten Bedingungen der Takata-Reaktion entsteht hierbei 

Len HgCN oo ree 
nicht Hg (CN)s, sondern O- Ho CN’ 1-10-2mol, Natriumeyanid binden 
in Gegenwart von Globulin 0,308 — 0,038 = 0,270 °.ige Sublimatlésung. 
1.10-2 mol. NaCN entsprechen 1. 10-2 mol. HgCly. 1 Mol Cyanid 
HgCN 

Hg CN 
er durch EiweiB nicht gespalten wird. Es hatte ja die Méglichkeit be- 
standen, daB HgO vom Eiwei8 gebunden worden ware unter Frei- 
machung von Hg(CN),. 1 Mol Thioharnstoff bindet 2 Mol — 4 Aqui- 
valente Hg fest. Fiir Bromid bestehen keine festen Beziehungen wie 


ist sehr fest, da 


mithin 2 Aquivalenten Hg. Der Komplex O- 
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bei Cyanid und Thioharnstoff. Sehr niedrige Konzentrationen bis 
m/1000 sind ohne jeden EinfluB. Der Komplex Na, Hg Br, ist in starker 
Verdiinnung mithin in seine Komponenten zerfallen. Mit zunehmender 
Konzentration wird der Komplex immer fester. Bei einem Gehalt von 
1/625 mol. Natriumbromid werden 0,35 Aquivalente Hg inaktiviert, von 
1/12,5 mol. 0,228 Aquivalente und von 1/25 mol. Natriumbromid 
0,15 Aquivalente Hg. Mit der angewandten Methodik at sich also be- 
stimmen, zu wieviel Prozent der Komplex [Hg Br,]|° in seine Kom. 
ponenten zerfallen ist, was durch Leitfahigkeitsbestimmungen bei 
verschiedenen Saéuregraden wegen der hohen Leitfaihigkeit der Puffer- 
lésungen nicht méglich ist. Die Festigkeit des Komplexes [Hg Br,|" 
nimmt mit ansteigender Séuerung zu. Die aufgefundenen Beziehungen 
gelten nur fiir die von uns gewahlten Bedingungen, d.h. fiir ein p, 
von etwa ll. 
Zusammenfassung, 


Es wurde die Quecksilberbindung an eine Reihe von Aminosauren, 
Saureamiden und Aminen bestimmt und der Einflu8 dieser Stoffe und 
anderer NichteiweiBstoffe auf die T'akata-Reaktion untersucht. 

Die Bestimmung der Quecksilberbindung wurde in sodaalkalischer 
Lésung vorgenommen. Als MaB fiir die Quecksilberkomplexbildung 
diente die HgO-Menge, die durck die untersuchten Substanzen ge- 
bunden wird. 

Die Affinitaéten der gepriiften Verbindungen zum Quecksilber sind 
sehr verschieden groB. Festgebundenes Quecksilber ]é8t sich vom 
locker gebundenen Quecksilber durch die Umsetzung mit dem Queck- 
silberreagens Kaliummercurijodid, das nur locker gebundenes Queck- 
silber in HgJ. umwandelt, abgrenzen, sowie durch die Fahigkeit, die 
Ausfallung von QuecksilbereiweiBfillungen zu verzégern. Beide Ver- 
fahren geben dieselben Ergebnisse. 

Die Aminoséuren mit Ausnahme von Cystin und Histidin binden 
Quecksilber nur locker, desgleichen Saureamide und Harnstoff, wahrend 
einige Amine mit Hg eine feste Bindung eingehen. Die einfachen Amino- 
siuren binden 4 Aquivalente Hg locker, desgleichen Harnstoff und 
Athylendiamin. Histidin bindet 4 Hg-Aquivalente fest, dazu noch 
4 weitere Aquivalente locker. Die feste Hg-Bindung wird durch die 
N-Atome des Imidazolkerns vermittelt. Cystin vereinigt sich mit 
6 Aquivalenten Hg, davon mit 4 Aquivalenten fest. Die Hg-Bindung 
an das Cystin ist fester als beim Histidin und erfolgt an die Schwefe!- 
gruppen. 

Die Hg-Bindung an Eiwei8 ist erheblich fester als an die EiweiS- 
bausteine. Die feste Hg-Bindung diirfte daher vor allem auf die 
-NH -CO-Gruppen des EiweiBmolekiils zu beziehen sein, ferner auf 
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die N-Atome des Imidazolkerns und die Schwefelatome der Cystin- 
gruppen. Die Hg-Bindung an die Aminosaéuren nimmt in ahnlicher 
Weise wie die des Silbers mit der Alkalisierung zu. Wahrend die ein- 
fachen Aminosauren bei py = 7 nur 1 Aquivalent Hg binden, sind es 
bel pu 11 4 Aquivalente. 

Die Takata-Reaktion ist eine Quecksilber-EiweiBflockungsreaktion 
und wird von den Nicht-Eiweibstoffen des Biutes in physiologisch 
méglichen Grenzen nicht beeinfluBt. Sie wird durch Zusatz von starken 
Quecksilberkomplexbildnern abgeschwiacht. Die Wirkungsweise des 
Acetons, das mit Quecksilber nicht reagiert, wohl aber mit EiweiB 
bindungsfahige Gruppen fiir das Quecksilber schafft, wird erértert. 


Literatur, 

1) Haarmann, Dtsch. Zeitschr. f. Verdauungs- u.  Stoffwechsel- 
krankh, 2, 225, 1939. — 2) Dirru. Platiel, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 104, 
292, 1938. 3) Haarmann, diese Zeitschr. 309, 13, 1941. 4) Ders elbe, 
ebenda 314, 1, 1942. 
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Der Antithrombingehalt des Blutes 
und seine Beziehung zum Heparin’. 
Von 
Mogens Volkert. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsbergstiftung, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 28. September 1942.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit in dieser Zeitschrift (1) wurden einige 
eigentiimliche Beobachtungen tiber die Schwankungen des Antit hrombin 
gehalts des Blutes beschrieben. Auf dieses Verhalten soll in der vor 
liegenden Arbeit naiher eingegangen werden; die friiher mitgeteilten 
Ergebnisse werden teils in Verbindung mit alteren und teils mit neuen 
Beobachtungen erodrtert. 

Mit Antithrombin wird selbst in ganz neuen Arbeiten jeder ge 
rinnungshemmende und thrombinhemmende Stoff, der im Blute ge 
funden wurde oder aus dem Blute oder den Geweben extrahiert werden 
konnte, bezeichnet. Dieser Bezeichnung entsprechen aber mindestens 
zwei Komponenten, deren Wirkung und Eigenschaften weit verschieden 
sind. Die eine Komponente, das Heparin, wurde von Howell und Holt (2) 
1918 entdeckt. Heparin ist thermostabil, wirkt schnell und ist wahr- 
scheinlich eine Mucoitinpolyschwefelsiure. Es kann aus verschiedenen 
Organen, besonders aus der Leber und der Lunge, gewonnen werden 
Die andere Komponente findet sich im Serum und Plasma und ist eng 
mit den Albuminen verbunden. Diese Komponente ist thermolabi] und 
erfordert zur Entfaltung ihrer Wirkung auf das Thrombin eine gewiss« 
Inkubationszeit. Nach den neuesten Gesichtspunkten kommt nur 
dieser Komponente die Bezeichnung Antithrombin zu. 

Wahrend die Physiologie und Chemie des Heparins, seine Wirkung 
auf die Blutgerinnung und der erhéhte Heparingehalt im Blute bei 
verschiedenen pathologischen Zustinden, wie Peptonvergiftung oder 
anaphylaktischem Schock, jetzt recht gut bekannt sind, sind die Kennt 
nisse tiber das eigentliche Antithrombin sehr gering. Bisher ist es nicht 
gelungen, diesen Stoff aus dem Blute zu isolieren. Sein EinfluB auf dic 
Blutgerinnung ist unbekannt und _ beziiglich der Mengenvariationen bei 
pathologischen Zustinden sind die Angaben sehr verschieden und 
unsicher. Bis vor ganz kurzer Zeit war es unméglich, mit ausreichende! 

1 Teilweise als Vortrag in der Biologischen Gesellschaft in Kopenhage 
gehalten (10. Dezember 1941). 
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Sicherheit die Antitlrombinmenge in einer vorliegenden Plasma- oder 
Serumprobe zu bestimmen. Der MeBfehler bei der meist benutzten, 
von Howell (3) angegebenen Methode liegt bei tiber 100°.; die von 
Dyckerhoff (22) (23) (25) 1939—41 benutzte Methode ist vielleicht nicht 
ganz so unzuverlassig, aber auch hier liegt die MeBungenauigkeit an- 
nahernd in gleicher GréBenordnung. Es war deshalb ein grober Fort - 
schritt, als es Astrup und Darling (4) vor etwa einem Jahr gelang, eine 
Methode zur Antithrombinbestimmung auszuarbeiten, deren Mef- 
fehler bei einiger Ubung bei < 5 %, liegt. Die hier beschriebenen Unter- 
suchungen sind mit der Methode von Astrup und Darling ausgefiihrt. 


Bevor auf die Versuche naher eingegangen wird, soll zuerst eine kurze 
historische Ubersicht gegeben werden. 

Das Vorhandensein eines thrombinaktivierenden Stoffes im Blut wurde 
vor etwa 40 Jahren von Morawitz (5) entdeckt. In den folgenden 20 bis 
30 Jahren wurden zahlreiche, aber weit verschiedene und sich wider- 
sprechende Versuchsresultate und Deutungen iiber diesen neuen thrombin- 
hemmenden Stoff veréffentlicht. Einige Untersucher [Doyon (6), Pekel- 
haring (7) u.a.] behaupten, daB der Stoff thermostabil und dialysierbar 
sei, andere dagegen finden ihn thermolabil und nicht dialysierbar [Mora- 
witz (5), Howell (3) und viele andere]. Endlich glaubten einige Untersucher, 
daB der Stoff mit Alkohol, Ather und Chloroform extrahiert werden kénne 
[Doyon (6), Pekelharing (7)|, wihrend andere angeben, daB diese Stoffe im 
Gegenteil zerst6rend wirken [Minot (8), Bordet (9)|. Beziiglich des Bildungs- 
ortes glaubten viele Untersucher [Nolf (10), Arthus (11), Doyon (5)|, daB 
dieser die Leber sei, wobei von dem SchluB ausgegangen wurde, da8B die 
Ungerinnbarkeit des Blutes bei Peptonschock und anaphylaktischem 
Schock durch eine Erhéhung des normalen Antithrombingehaltes verursacht 
werde, und da es durch Leberexstirpation bei diesen Zustianden gelang, die 
Ungerinnbarkeit des Blutes bedeutend zu hemmen. 

Aber auch hieriiber war keine Einigkeit vorhanden, da von verschiedenen 
Seiten [Popielski (12), Roger und Binet (13)| behauptet wurde, dai aus 
Extrakten auch von anderen Organen als der Leber ein kraftig wirkender, 
gerinnungshemmender Stoff gewonnen werden kénne und daf auch diese 
Organe deshalb bei der Antithrombinbildung richtig sein miiBten. 

Beziiglich der Bedeutung des Antithrombins waren die Auffassungen 
ebenso verschieden. Einige Untersucher, speziell Howell (2) (3), legten ihm 
groBe Bedeutung, besonders fiir die Erhaltung des Blutes in einem fliissigen 
Zustand in den Adern bei, indem es eventuell auftretende Thrombinmengen 
neutralisieren und damit eine Gerinnung verhindern sollte. Andere Verfasse1 
dagegen, z. B. Pekelharing (7) und Pickering (14), bestritten jede Bedeutung 
und meinten, da8 die thrombinhemmende Wirkung, die vom Plasma und 
Serum ausgetibt wird, nur von unspezifischen, nach der Gerinnung aut- 
tretenden Stoffen verursacht wird. 

Die Ursache fiir diese vielen sich widersprechenden Versuchsergebnisse 
ist, wie erwahnt, teils eine Verwechslung der Antithrombin- und Heparin- 
wirkung, teils die groBe MeBungenauigkeit bei der Bestimmung der Anti- 
thrombinmenge. 


Nach der Entdeckung des Heparins und der naheren Untersuchung 
des Stoffes, seiner Wirkung und seines Vorkommens, kam auf jeden 


3* 
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Fall Klarheit in einige der Probleme. Es zeigte sich, daB der gerinnungs.- 
hemmende Stoff, der sich bei Peptonschock und anaphylaktischem 
Schock im Blute fand, Heparin war, und da8 dieser Stoff auBer in der 
Leber, wo erin groBen Mengen gefunden wird, auch aus anderen Organen. 
z. B. der Lunge, gewonnen werden konnte. Da Heparin thermostabi| 
und in jedem Falle teilweise dialysierbar ist, war der Stoff, den frithere 
Untersucher aus Organen und Peptonblut gewonnen hatten und als 
thermostabil! und dialysierbar charakterisierten, wahrscheinlich Heparin. 
Die Angaben, da die Leber die Hauptbildungsstatte fiir diesen Stoff 
sei, stimmen mit den neueren Untersuchungen iiberein, die gezeigt 
haben, daB Heparin in der Leber in groBen Mengen vorhanden ist, und 
dai eine Leberexstirpation vor dem Pepton- oder anaphy/aktischen 
Schock die Heparinausscheidung in die Blutbahn verhindert. 

Auber der Gewinnung von Heparin aus Schockblut gelang es 
Howell (15) und anderen Untersuchern nachzuweisen, da sich auch im 
normalen Blute ein Stoff fand, der diese Eigenschaften besitzt, und 
wahrscheinlich Heparin sein mu8. Es ergibt sich deshalb die Frage, 
ob nicht die gesamte Antithrombinwirkung durch Heparin verursacht 
sein kann. Dies ist jedoch aus folgenden Griinden nicht der Fall. Die 
Heparinmenge, die in normalem Blut gefunden wird, ist auBerordentlich 
klein | Wilander (16) findet in 1 Liter Plasma z. B. nur 1 bis 1,5 mg 


eines sehr schwachen Praparats]. Plasma und Serum kénnen aber 


recht erhebliche Thrombinmengen neutralisieren. Weiterhin hat es sich 
gezeigt | Howell (15), Astrup und Darling (17) (18)}, da& Heparin allein 
nicht als Antithrombin wirkt, sondern zur Ausiibung einer solchen 
Wirkung in Verbindung mit einem im Plasma vorhandenen Co-Faktor 
sein muB, und dieser Co-Faktor hat nichts mit dem Antithrombin zu 
tun, denn: 

1. Der Co-Faktor sowie die Verbindung Co-Faktor —Heparin (der 
sogenannte ,,Thrombin Inhibitor!) sind thermolabil. Aber wahrend 
die Co-Faktor-Heparinverbindung die gleiche Thermolabilitat wie das 
Antithrombin zeigt, wird der Co-Faktor allein bei niedrigerer Tempe- 
ratur, z. B. bei 56°, zerstért. 

2. Das durch Warmegerinnung bei 56° oder durch Spontan- 
gerinnung gewonnene Antithrombin wird im Serum unverandert ge- 
funden, waihrend der Co-Faktor durch diese Prozesse zerstért wird. 

AuBer da man dem Heparin die Antithrombinwirkung des Blutes 
zuschrieb, hat man noch nach anderen Erklarungen gesucht. Die 
Antithrombinwirkung bei der Fraktionierung von Plasma folgt nahezu 
ungeschwacht der Albuminfraktion und eine Temperatur von 67°, die 
das Antithrombin zerstért, ist gerade auch die kritische Temperatur 
fiir die Albuminmolekiile. Teilweise aus diesem Grunde, und teilweise 
auch auf Grund einiger Untersuchungen von Hedin (19) (20), die gezeigt 
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haben, daB zwischen der durch Proteinstoffe und der durch Kohle 
verursachten Enzymhemmung gewisse Gleichheit vorhanden ist, wurde 
von verschiedenen Seiten hervorgehoben, da die normale Antithrombin- 
wirkung des Blutes durch eine einfache Adsorption von Thrombin an 
die Plasmaalbumine verursacht sei. 

Auch dies ist indessen wenig wahrscheinlich, da von verschiedenen 
Seiten Beobachtungen vorliegen, die wesentliche Steigerungen der 
Antithrombinmengen unter verschiedenen pathologischen Verinde- 


rungen, z. B. Staseicterus und Immunisierung, zeigten. Bei den hier 
genannten Zustanden gibt es keine Anhaltspunkte fiir die Annahme 
eines erhéhten Albumingehalts im Blute und diese Erfahrung spricht 
gegen die erwahnte Adsorptionstheorie. 

Nach Kinfiihrung der genaueren MeBmethode von Astrup und 
Darling war es méglich, die Beobachtungen iiber die Anderungen des 


Antithrombingehalts bei pathologischen Zustinden erneut zu unter- 
suchen. Die Methode ist folgende: Zu 1 cem Thrombinlésung (40 Throm- 
bineinheiten pro ccm) werden variierende Plasmamengen zugesetzt 
und, nachdem die Mischung 15 Minuten im Wasserbad bei 37° gestanden 
hat, wird durch Zusatz von Fibrinogen! gemessen, wieviel Thrombin 
noch wbrig ist. Die Antithrombinmenge wird gleich der Menge Thrombin 
gesetzt, die verschwunden ist. Eine Antithrombineinheit wird als die 
Menge Antithrombin definiert, die imstande ist, eine Thrombineinheit 
zu inaktivieren. Die Menge Antithrombineinheiten pro cem Plasma ist 
also gleich der Menge Thrombineinheiten, die durch 1 cem Plasma 
neutralisiert werden kénnen. 


Die Antithrombinmenge bei [mmunisierung, 


Zuerst wurde das Verhalten des Antithrombins bei Immunisierung 
einer genaueren Untersuchung unterzogen. Noch bevor man dariiber 
klar war, daB im normalen Blut Antithrombin vorhanden ist, haben 
Bordet und Gengow (21) 1901 beobachtet, daB bei Immunisierung 
durch subcutane Injektion von Serum ein thrombinhemmender Stoff 
auftritt. Die Verfasser faBten diesen Stoff als ein spezifisches Immun- 
antithrombin auf, das gegen das im benutzten Serum befindliche 
Thrombin gerichtet ist. Weiterhin glaubten die Verfasser nachweisen 
zu kénnen, da dieses Immunantithrombin ausgesprochen artspezifisch 
sei und nur das Thrombin der bestimmten Tierart hemme, von der 
das zur Immunisierung benutzte Serum stammt. So interessant diese 
Beobachtungen auch waren, so fanden sie anscheinend kein Interesse, 

1 Es hatte sich als notwendig gezeigt, das Fibrinogen aus mit Tri- 
ealciumphosphat gefilltem Plasma [Astrup und Darling (32)| darzustellen, 
da die Gerinnungszeit der Losung sonst nicht genau bestimmt werden kann. 
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da etwa 40 Jahre vergingen, bevor diese Untersuchungen erneut 
nachgepriift wurden. Die Untersuchungen wurden dann von Dyckerho// 
und Mitarbeitern (22) 1939 aufgenommen. Wie Bordet und Gengou 
konnte Dyckerhoff nachweisen, daB bei Immunisierung eine Steigerung 
der thrombinhemmenden Eigenschaften im Blutplasma auftritt. AuBer- 
dem konnte nachgewiesen werden, daB diese Steigerung auch bei 
Injektion von Proteinstoffen, die kein Thrombin enthalten, eintritt, 
und daB es sich somit nicht um einen gegen das Thrombin gerich- 
teten spezifischen Immunstoff handelt. Auf Grund der mangelhaften 
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Abb. 1. Verhalten der Antithrombinmenge bei Immunisierung mit Proteinlésungen. 
— intravendse Injektion von 2 ccm des Antigens. 


Methodik gelang es Dyckerhoff nicht zu zeigen, wie die Antithrombin- 
steigerung vor sich geht, oder auch nur ein angenihertes MaB fiir 
diese Steigerung zu finden. 

In den vorliegenden Versuchen wurde die Immunisierung von 
Kaninchen durch intravenése Injektion mit 2 bis 3 Tagen Zwischenraum 
mit verschiedenen Proteiniésungen vorgenommen, die ungefahr die 
gleiche Konzentration wie die Plasmakonzentration hatten. Immunisiert 
wurde mit Eialbumin, Casein, Edestin und mit verschiedenen Arten 
von Blutplasma; zu jeder Injektion dienten 2ccem der betreffenden 
Losung. 

Das Verhalten der Antithrombinmenge wahrend dieser Immuni- 
sierungen erwies sich als véllig analog und bestatigte die Angaben 
Dyckerhojfs, daB es nicht Thrombin ist, das die Steigerung der Anti- 
thrombinmenge im Blute_ hervorruft. 

Abb. 1 zeigt die Antithrombinmenge wahrend der Immunisierung. 
Die beiden ersten Injektionen beeinflussen die Antithrombinmenge des 
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Blutes nicht, aber die dritte Injektion erzeugt eine steile und schnelle 
Steigerung von etwa 10°, die jedoch recht schnell wieder auf normale 
Werte fallt. 1 Stunde danach ist in keinem Falle mehr eine Spur von 
diesen kleinen Antithrombinsteigerungen vorhanden. 1 bis 2 Tage nach 
der dritten Injektion, also 6 bis 7 Tage nach der ersten Injektion, wachst 
indessen die Antithrombinmenge, zuerst langsam und spater schneller, 
und jede folgende Injektion des Antigens bewirkt auBerdem einen 
weiteren, kurzdauernden Anstieg, der auf den Kurven als Zacken 
sichtbar ist. 

12 bis 14 Tage nach 
der ersten Injektion er- 
reicht die Antithrombin- 
menge ihr Maximum 
und steigt nicht mehr. 
Weitere Injektionen 
geben keine generelle 
Steigerung, sondern nur 
die erwahnten Zacken 
in der Kurve. Dag er- 
reichte Maximum ist 400-2 Yertnn dey Antthronbamengy tel Inman 
individuell verschieden tion der Vaccine. 
und liegt etwa 60 bis 





70° ttber den Normalwerten. Wenn die Injektionen nach Erreichen 
des Maximums abgebrochen werden, halt sich die Antithrombinmenge 
fiir einige Tage konstant und erreicht im Laufe von 4 bis 6 Wochen 


langsam normale Werte. 

Auber der Immunisierung mit Proteinlésungen haben wir die 
Wirkung von Injektionen mit Bacterienvaccinen, teils Pneumokokken- 
vaccinmischungen der Typen 1, 2, 3 und 5 und teils Thyphusvaccinen, 
untersucht. In beiden Fallen wurde die Immunisierung mit 2 bis 
3 Tagen Zwischenraum vorgenommen; die ersten beiden Injektionen mit 
Bacterienvaccinen enthielten etwa 250 bis 500 Millionen Bacterien, die 
dritte und die letzten Injektionen enthielten etwa 500 bis 1000 Millionen. 
Diese Immunisierungsversuche ergaben ein véllig anderes Verhalten 
der Antithrombinmenge (s. Abb. 2); die generelle Steigerung blieb aus, 
wahrend die Injektionen von der dritten ab, wie bei der Immunisierung 
mit Proteinlésungen, eine steile, aber kurzdauernde Antithrombin- 
steigerung von etwa 10°) bedingten. Nach fiinf Injektionen war die 
Antithrombinmenge noch immer normal. 

Da bei diesen Injektionen mit Bacterienvaccinen nur sehr geringe 
EiweiBmengen zugefiihrt werden, versuchten wir, um zu sehen, ob 
dies die Ursache fiir das Fehlen der Antithrombinsteigerung sei, mit 
einer Suspension von gewaschenem Blutkérperchenstrom vom Menschen 
zu immunisieren. Mit jeder Injektion wurde die gleiche Anzahl von 
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Blutkorperchenstrom zugefiihrt wie friiher Bacterien, wobei die Eiweib- 
menge wesentlich groéBer ist. Dies anderte aber das Verhalten nicht. 
die Antithrombinkurven waren mit denen, die bei Bacterienimmuni. 
sierung erhaiten wurden, identisch. Auch Immunisierung mit einer 
Suspension von gewaschenen Hefezellen gab das gleiche Resultat. 
Aufschlemmungen von korpuskulaéren Elementen bedingen a'so eine 
prinzipiell andere Wirkung auf das antithrombinbildende Organsystem 
als Proteinstofflésungen. ° 

Der erste Teil der Kurve iiber die Antithrombinmenge bei Immuni- 
sierung ahnelt sehr stark der Kurve iiber die Bildung von Antistoffen. 
Pr CRED ee tet —_—, Esliegt deshalbnahean. 

‘Fl _— | zunehmen, daB die An- 
tithrombinbildung mit 
der Antistoffbildung im 
Zusammenhang _ steht. 
Die verainderte Kurve 
bei Immunisierung mit 
Suspensionen von kor- 


Antithrombineinheiten 








; . . -” e puskuliren Antigenen 
spricht aber gegen diese 
Abb. 3. Das Verhalten der Antithrombinmenge I ; Bes 
wiihrend und nach einem durch Proteinlésung hervor- Anna hme, auch wenn 
gerufenen anaphylaktischen Schock. -—» = Schock- 


eee PF ie etwas gesuchte 
cenihians Seana, man die etwas gesuchte 


Erklarung benutzt, dal 
die Bildung von Prazipitinen auf der einen Seite und von Lysinen 
und Agglutininen auf der anderen Seite nicht durch den gleichen 
Mechanismus vor sich geht, und deshalb die Antithrombinbi!ldung 
nicht in derselben Weise zu beeinflussen braucht. Wir versuchten 


deshalb, ob die Steigerung der Antithrombinmenge durch  Injek. 
tionen von hochmolekularen Stoffen ohne Antigencharakter hervor- 
gerufen werden kann. Die Versuche wurden mit Injektionen von 


Starke, Gelatine und Gummi arabicum auf die gleiche Weise und in 
gleichem Mengenverha'tnis wie mit Proteinstoffen vorgenommen. Es 
zeigte sich, da} die Antithrombinmenge stieg und daB diese Steigerung 
im wesentlichen mit der durch Immunisierung mit Proteinstoffen hervor- 
gerufenen identisch ist. 

Aus diesen Versuchen !aBt sich schlieBen, daB die Antithrombin- 
steigerung im Blute nichts mit der Antistoffbi!dung zu tun hat, und man 
mu diese eher als eine Reaktion auf die Injektion hochmolekularer 
Stoffe ansehen. 

Dyckerhoff (23) und andere Verfasser haben gezeigt, daB auber 
bei Immunisierung auch in unmittelbarem AnschluB} an einen ana- 
phylaktischen Schock eine kurzzeitige Erhéhung der Antithrombin- 
menge des Blutes auftritt. 
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Die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber dieses Verhalten, 
wo bei Kaninchen 4 Wochen nach der Immunisierung 2 cem der be- 
nutzten Antigenlésung intravendés injiziert und die Antithrombinmenge 
bestimmt wurde, sind in Abb. 3 wiedergegeben. Unmittelbar nach der 
schockauslésenden Injektion kommt ein steiles Ansteigen der Anti- 
thrombinmenge zu einem Maximum, die in den folgenden 2 Stunden 
langsam und gleichmaBig auf die normalen Werte fallt. Hier halt die 
Antithrombinmenge sich dann fiir einige Stunden konstant und steigt 
dann langsam im Laufe eines Tages auf einen Wert, der nahe den Mengen 
liegt, die wahrend des steilen Anstieges des Antithrombins wahrend des 
Schocks erreicht wurden. Wahrend die primare schnelle Antithrombin- 
bildung nur kurzdauernd ist, ist diese sekundire langsamer und von 
langer Dauer. Die Antithrombinmenge halt sich auf diesem hohen 
Niveau iiber mehrere Tage konstant; hierauf folgt ein langsamer Fall 
auf die normalen Werte im Laufe von 4 Wochen. 

Das Verhalten bei der Sensibilisierung und dem folgenden Schock 
mit Suspensionen von korpuskuliren Elementen ist anders als bei 
Sensibilisierung und Schockauslésung durch EiweifBlésungen. Genau 
wie bei der Immunisierung mit diesen Stoffen keine generelle Anti- 
thrombinsteigerung auftritt, sondern nur geringe kurzdauernde Anti- 
thrombinausscheidungen als Reaktion auf die spiteren Injektionen, 
tritt bei anaphylaktischem Schock nur die primare starke, aber kurz- 
dauernde Antithrombinausscheidung ein. Die sekundare Steigerung 
bleibt aus. 

Wenn etwa 4 Wochen nach der fiinften Injektion mit hochmole- 
kularen Stoffen ohne Antigencharakter eine Reinjektion mit diesen 
vorgenommen wird, steigt die Antithrombinmenge bei Reinjektion 
genau wie bei einem wirklichen, durch Proteinstoffe hervorgerufenen 
anaphylaktischen Schock, sowohl primar wie sekundar. Auch durch 
Injektion von Stoffen wie Starke, Gelatine und Gummi arabicum, trotz 
des fehlenden Antigencharakters dieser Stoffe, tritt also eine Sensibili- 
sierung des Organismus gegen diese Stoffe ein. 


Die Wirkung von intravenésen Tuscheinjektionen 
auf das Antithrombin des Blutes. 

Die Antithrombinmenge wird auBer durch Immunisierung und 
anaphylaktischen Schock auch durch intravenése Tuscheinjektionen 
beeinfluBt. Bei intravenéser Injektion von 0,1 cem Tusche (Giinther 
Wagner) pro kg Kaninchen erhalt man einen steilen Fall der Anti- 
thrombinmenge von etwa 20°. Einige Stunden spater ist die Anti- 
thrombinmenge wieder normal. Wird die Injektion dann wiederholt, 
tritt ein ahnlicher kurzdauernder Fall ein, der in der Regel aber geringer 
ist. Weitere Injektionen geben einen stets geringer werdenden Aus- 
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schlag bis zur fiinften Injektion (innerhalb eines kurzen Zeitraums), di: 


im allgemeinen keinen KinfluB auf die Antithrombinmenge mehr hat. 


Nach fiinf solechen Injektionen z. B. im Laufe von 10 bis 12 Tagen ist 
die Antithrombinmenge immer noch normal (s. 1, Abb. 3). Die Tusche 
injektionen wurden hier wie bei den Immunisierungsversuchen mit 
2 bis 3 Tagen Zwischenraum gegeben. Die Tuschemenge von 0,1 com 
pro kg Kaninchen wurde vor der Injektion mit physiologischer Na C!- 
Lésung auf 2 cem verdiinnt. 

Werden gréBere Tuschemengen, z. B. 0,5 ccm pro kg, intravends 


injiziert, tritt, wie bei der Injektion mit kleinen Tuschemengen, ein 
steiler Fall der Antithrombinmenge von etwa 20°, auf. Wahrend aber 
die Wirkung der kleinen Tuschedosis kurzdauernd ist, wirkt die grobe 
Menge laingere Zeit, so daB die Antithrombinmenge mehrere Wochen 
auf dem niedrigen Niveau verbleibt. Wiederholte Injektionen von 0,5 ccm 
Tusche pro kg, oder gréBeren Dosen, ja selber so groBe Gaben wie 
2 ccm pro kg, die den Tod des Tieres auf Grund intravenéser Gerinnung 


verursachen, haben keine gréBere Wirkung als eine Injektion von 
0,5cecm pro kg. 

Zur Erganzung dieser Untersuchungen wurde ein Versuch mit einer 
Katze vorgenommen. Auch hier wurde, wie bei den Kaninchen, 0,5 ccm 
pro kg intravends injiziert, wobei die fritheren Angaben, daB bei Tusche- 
injektion eine Antithrombinsteigerung auftritt, bestatigt werden 
konnten (s. 1, Abb. 4). Diese Steigerung ist allerdings nur maBig und wird 
recht schnell von einem Fall gefolgt, der sich bis zu etwa 20°, unter den 
normalen Wert fortsetzt : danach halt sich der Wert auf diesem niedrigen 
Niveau konstant. Abgesehen von der kurzdauernden Steigerung, die 
bei Katzen auftritt, ist die Tuschewirkung analog mit der bei Kaninchen 
gefundenen Wirkung. 

Da intravenése Tuscheinjektionen einen bedeutenden EinfluB aut 
die hormale Antithrombinmenge des Blutes haben, wurde die Tusche- 
wirkung untersucht, wenn die Antithrombinmenge durch Immunisierung 
auf ein Maximum gebracht worden war. Eine Injektion von 0,1 ccm 
pro kg gab hier, wie beim normalen Kaninchen, einen kurzdauernden 
Fall von etwa 20°). GréBere Injektionen von 0,5ccm pro kg ver 
ursachten dagegen einen steilen Fall der Antithrombinmenge auf normale 
Werte, die sich danach konstant hielten. Wiederholte Injektionen und 
groBere Dosen hatten keine weitere Wirkung. 

Da nach den Untersuchungen von Jancso (34) der Zusatz von Tusche 
zu Plasma eine Ausflockung von Fibrinogen um das Tuschekorn zur 
Folge hat und da bekannt ist, daB dies auch in in vitro-Versuchen ge- 
schehen kann, lag es nahe anzunehmen, dai die Tuschewirkung auf das 
Antithrombin dadurch verursacht wird, daB Antithrombin bei der 
Ausfiockung mitgerissen wird. Um eventuell eine Bestatigung dieser 
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Lig Annahme zu erhalten, wurden entsprechende Tuschemengen zu Plasma 
hat mit normalem und mit maximalem Antithrombingehalt zugesetzt und 
ist nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 37° wurde die Anti- 
‘he thrombinmenge auf die iibliche Weise gemessen. Es zeigte sich, dab 
mit hierdurch keine Anderung in dem Antithrombingehalt des Plasmas 
ous auftrat und daB die Tuschewirkung nicht durch eine einfache Adsorption 
CI an das ausgefallte Fibrinogen verursacht wird. 

Wird dagegen Tusche zu Citratblut zugesetzt, so tritt ein Fall der 
om Antithrombinmenge ein, der wie in vivo etwa 20°, betragt. Weitere 
on Untersuchungen hieriiber haben gezeigt, da die Tuschewirkung durch 
ber eine Beschidigung der Membran der Blutkérperchen verursacht wird, 
bbe wodurch die Blutkérperchen das Antithrombin binden kénnen (s. 8. 48). 
aon Auf Grund der Versuche, die ergeben haben, daB Tusche einen 
om groBen Einfiu8 auf die Antithrombinmenge hat, war es naheliegend zu 
wie versuchen, ob es méglich sei, die Antithrombinmenge mit Tusche unter 
ing Verhaltnissen zu biockieren, die sonst Veranlassung zu einer Steigerung 
inn geben. 

Bei Eingabe der Tusche in Injektionen mit mehreren kleinen 
nl Mengen kann man, wie friiher gezeigt wurde, recht groBe Tuschemengen 
oma zufiithren, ohne eine dauernde Anderung der Antithrombinmenge zu 
he- verursachen. Wenn nach fiinfmaliger Injektion von 0,1 ccm pro kg 
len versucht wird, eine Antithrombinsteigerung durch Immunisierung mit 
irc Proteinlésungen hervorzurufen, ist dies nicht mehr méglich; es kommt 
en weder zu einer generellen Steigerung, noch nach den spiteren Injektionen 
om zu den steilen kurzdauernden Antithrombinreaktionen. Die Tusche- 
lie injektionen haben also die Antithrombinbildung vollstindig blockiert. 
“| ~ = DaB dies méglich ist, deutet gleichfalls darauf hin, da8 die Antithrombin- 

menge nichts mit der Bildung von Antistoffen zu tun hat. Trotzdem 
ul 9 itber die Wirkung der Antistoffbildung bei ,,Tuscheblockade* noch eine 
7 gewisse Uneinigkeit herrscht, weiB man auf jeden Fall, daB Tusche die 
nx F Bildung dieser Stoffe héchstens verzégern oder hemmen, aber niemals 
= 4 deren Bildung verhindern kann. 
nf Versuche, 4 Wochen nach einer solchen Blockade eine Antithrombin- 
‘ed q  steigerung durch ‘Immunisierung hervorzurufen, zeigen wieder eine 
le : erhohte Antithrombinbildung, die aber bedeutend niedriger als normal 
id ist. Die Wirkung der Blockade ist nun im Abklingen. 

: Tusche blockiert ebenso jede Reaktion bei anaphylaktischem 
he Schock, so daB sowohl die primare als auch die sekundare Steigerung 
ww @ ausbleibt. 
¢- 
is Die Antithrombinmenge des Blutes bei Staseikterus, 
ad AuBer bei Immunisierung und anaphylaktischem Schock sind in 






den letzten Jahren von zwei Seiten { Barlik (24) und Dyckerhoff (25) | 
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Beobachtungen einer Antithrombinsteigerung bei experimentelley 
Staseikterus mitgeteilt worden. Genauere Angaben, wie groB diese 
Steigerung ist, und wann und wie sie vor sich geht, liegen aber nicht vor 
In unseren Versuchen wurde der Staseikterus bei Kaninchen experimente|| 
durch Unterbindung des Ductus choledochus mit einer Seidenligatur 
in Athernarkose hervorgerufen. In der darauffolgenden Zeit wurde in 
rege maBigen Abstanden die Antithrombinmenge gemessen, um zu 
untersuchen, wie die oben beschriebenen Steigerungen vor sich gehen 
und wie gro diese waren. Wiahrend der ersten Tage nach der Operation 
bleibt die Antithrombinmenge unverandert, dann beginnt sie zuerst 
langsam, dann schneller zu steigen, bis im Laufe von 14 Tagen ein 
Maximum erreicht wird. Auf diesem hohen Niveau bleibt dann die 
Antithrombinkonzentration bis zum Tode des Tieres (1, Abb. 6). 

Das hier erreichte Maximum ist das gleiche wie das durch Immuni- 
sierung und durch anaphylaktischen Schock hervorgerufene. Wenn 
eine Injektion von 0,5 ccm Tusche pro kg gegeben wird, nachdem die 
Antithrombinmenge ihr Maximum erreicht hat, tritt ein steiler und 
dauernder Fall der Antithrombinmenge auf normale Werte ein. Die 
Antithrombinsteigerung kann vollstandig verhindert werden, wenn vor 
oder nach der Operation auf die tibliche Weise eine Tuscheblockade 
angelegt wird. Dieses Verhalten erinrert an das bei Immunisierung und 
anaphylaktischem Schock gefundene. 


Der Bildungsort des Antithrombins, 


Die Steigerung des Antithrombins wahrend der Immunisierung, 
die Méglichkeit diese Steigerung durch Tuscheinjektion zu blockieren, 
machen es wahrscheinlich, daB das reticulo-endotheliale System bei der 
Antithrombinbildung ein wesentlicher Faktor ist. 

Das Wachsen der Antithrombinmenge bei Staseikterus und <lie 
Tatsache, da Tusche auch hier diese Steigerung blockieren kann, 
deuten darauf hin, daB auch hier der gleiche Mechanismus von Be- 
deutung ist. 

Die Annahme, da bei experimentellem Staseikterus eine Anti- 
thrombinerhéhung durch eine Leberschadigung verursacht sei, wie 
von Barlik (26) hervorgehoben wird, steht mit den Alteren Unter- 
suchungen von Minot und Denny (27) (1912) in Widerspruch, von 
denen ein Fall der Antithrombinmenge bei experimenteller Leber- 
schadigung durch Chloroform und Phosphor beobachtet wurde. 

Die Untersuchungen von Minot und Denny haben wir deshalb 
erneut nachgepriift und bei Vergiftung durch subcutane Injektion von 
Chloroform einen Fall der Antithrombinmenge gefunden. Der Fall der 
Antithrombinmenge war aber selbst bei maximalen Chloroforminjek- 
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tionen recht unbedeutend und betrug niemals iiber 20°). Nach Auf- 
horen der Chloroforminjektionen begann der Antithrombingehalt schnell 
wieder zu steigen. Die mikroskopische Untersuchung der Leber eines 
Tieres, das zwei subcutane Chloroforminjektionen mit je 1 cem_ be- 
kommen hatte, ergab, daB in der Leber grofe Nekrosen und Zelldefor- 
mationen vorhanden waren. Der Vergleich dieses Praparats mit dem 
Praparat einer Leber etwa 14 Tage nach Anlage der Ligatur des Ductus 
choledochus zeigt, daB auch hier starke Gewebszerst6rungen vorhanden 
sind, und die Schadigungen des Organs haben in beiden Fallen ungefahr 
gleiches AusmaB. Da Leberschadigungen durch Chloroformintoxikation 
einen Antithrombinfall, und Staseikterus, trotz gleich groBer Leber- 
schadigungen, eine Antithrombinsteigerung verursacht, muh diese 
Steigerung also einen anderen Grund als die Leberschadigung haben. 
Nach der allgemein vertretenen Ansicht ist das reticulo-endotheliale 
System die Bildungsstatte fiir die Gallenfarbstoffe. Da diese Funktion 
des reticulo-endothelialen Systems bei Staseikterus beeintrachtigt sein 
muB, deutet die Antithrombinsteigerung also auch in diesem Falle 
darauf hin, da8 das Antithrombin in diesem System gebildet wird. 


Die Identitit des Antithrombins, 


Wie erwahnt, geben Injektionen von 0,5 cem Tusche pro kg einen 
steilen Fall der Antithrombinmenge von etwa 20°, wonach diese sich 
langere Zeit konstant halt. Wiederholte oder gréBere Injektionen geben 
keinen weiteren Fall der Antithrombinmenge. Werden die gleichen 
Mengen einem Tier injiziert, das durch Immunisierung oder Stase- 
ikterus ein Maximum des Antithrombingehalts im Blute erreicht hat, 
erhalt man einen steilen und dauernden Fall bis zu normalen Werten. 

Es hat sich gezeigt, dafs man auBer durch Tuscheinjektionen auch 
durch AderlaB einen Fall der Antithrombinmenge hervorrufen kann. 
Dieser Fall war nach Auffassung friiherer Untersucher [Drinker und 
Drinker (28)| wesentlich gréBer, als man nach der durch den Blutverlust 
auftretenden Verdiinnung des Blutes erwarten sollte, und wurde deshalb 
als eine aktive SchutzmaBnahme des Organismus aufgefabt, die eventuell 
der Grund fiir die bei Blutverlust auftretende verkiirzte Gerinnungszeit 
sein kénnte. Unsere Untersuchungen konnten diese Beobachtungen 
nicht bestatigen, da der beobachtete Antithrombinfall niemals gréBer 
war als man auf Grund der durch den Blutverlust aufgetretenen Ver- 
diinnung des Blutes erwarten konnte. Dieser Antithrombinfall wird im 
Laufe von einigen Tagen durch eine Steigerung auf die normalen Werte 
kompensiert. 

Da Tuscheinjektionen sowohl einen Fall der Antithrombinmenge 
verursachen als auch die Antithrombinbildung blockieren, lag es nahe 
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zu versuchen, durch Kombination von Tuscheinjektionen mit Ader|a\} 
das Antithrombin véllig aus dem Blute zu entfernen. Dies war abe: 
nicht méglich. Wenn 0,5cem Tusche pro kg (oder gréBere Dosen) 
injiziert werden und danach ein Aderla8 des Tieres vorgenommen wird, 
so fallt die Antithrombinmenge, aber diesem Fall folgt wie beim normale 
Tier im Laufe von einigen Tagen eine Steigerung, die jedoch nur den 
Wert erreicht, den die Antithrombinmenge nach der Tuscheinjektion 
hatte. Hier halt sich die Antithrombinmenge konstant. Diese Anti- 
thrombinsteigerung kann also nicht durch Tuscheinjektion b!ockiert 
werden (s. 1, Abb. 5). 

Hieraus ergibt sich, daB 20° des normalen Antithrombingehalts 
durch Tuscheinjektionen entfernt werden kénnen und daB Tusche- 
injektionen gleichfalls all das Antithrombin entfernen kénnen, das durch 
Immunisierung oder Staseikterus gebildet wurde. Sowohl die nach 
Tuscheinjektion vorhandene Steigerung zu normalen Werten, als auch 
die durch Immunisierung oder Staseikterus hervorgerufene Vermehrung 
der Antithrombinmenge, kann durch Tusche blockiert werden. 

Ist dagegen die Antithrombinmenge durch Tuscheinjektion bis 
auf 20° unter den Normalwert gefallen und wird dann ein Aderlat 
vorgenommen, kann die Tuscheinjektion einen Anstieg der Anti- 
thrombinmenge, die diesen Fall kompensiert, nicht blockieren. 

Hiernach kénnte man annehmen, da das Antithrombin des Blutes 
aus zwei Komponenten besteht. 

1. Ein Teil von etwa 20% kann durch Tuscheinjektionen entfernt 
und bei verschiedenen pathologischen Z Zustinden zu einer Steigerung 
auf das Mehrfache gebracht werden. Dies scheint der Teil zu sein, der 
an das reticulo-endotheliale System gekniipft ist. 

2. Die andere Komponente, die normal 80 °, betragt, ist anscheinend 
ziemlich konstant und kann durch Tuscheinjektionen nicht entfernt 
werden, sie hat keinen oder nur geringen Anteil an der durch Immuni- 
sierung oder Staseikterus hervorgerufenen Vermehrung der Anti- 
thrombinmenge. 

Bei AderlaB und der hierdurch bedingten Verdiinnung des Blutes 
fallt auch diese Komponente, aber dieser Fall wird im Laufe von einigen 
Tagen ohne Riicksicht auf die Tuscheblockade kompensiert. 

Es ist méglich, und sogar wahrscheinlich, dal diese andere Kom. 
ponente, die ungefihr 80° der normalen Menge betraigt, durch dic 
unspezifische Enzymhemmung der Proteine hervorgebracht wird, da 
friihere ungenauere MeSmethoden nicht nachweisen konnten, ob die 
fraktionierten Blutproteine, deren Antithrombinwirkung man gefunden 
hatte, die volle Antithrombinwirkung oder nur 80°% dieser Wirkung 
haben. 
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Dagegen ist die Erklarung fiir die erste Komponente, die 20°, 
betragt, schwieriger. Man mu in Erwagung ziehen, ob es sich in diesem 
Falle nicht um Heparin handeln kénne, oder genauer um Heparin 
+ Co-Faktor. 

Wie erwahnt, bewirkt Heparinzusatz zu Plasma, da dessen Anti- 
thrombinwirkung erhéht wird. Heparin bildet namlich zusammen mit 
einer unbekannten, thermolabilen Komponente, die sich im Plasma 
findet, einen neuen unabhangigen Komplex, der imstande ist, Thrombin 
zu neutralisieren. Nach den Untersuchungen von Astrup und Darling (18) 
tritt bei Zusatz von steigenden Heparinmengen zu der Fraktion des 
Plasmas, die die Hauptmenge des Co-Faktors enthalt, ein gleichmaBiges 
Anwachsen der Antithrombinwirkung dieser Fraktion auf. Bei einer 
bestimmten Heparinkonzentration hért jedoch diese Steigerung auf 
und weiterer Zusatz von Heparin erhéht die thrombinaktivierende 
EKigenschaft der Fraktion nicht mehr. Die Ursache hierfiir ist, daB der 
Co-Faktor nach und nach verbraucht wird, und wenn die gesamte 
Menge gebunden ist, kénnen weitere Heparinzugaben die Antithrombin- 
wirkung nicht mehr erhéhen, da, wie friiher erwahnt, Heparin allein 
unwirksam ist. 

In Versuchen mit Heparinzusatz zum Plasma zeigte es sich, dal 
genau das gleiche Verhalten eintrat. Bei Zusatz von kleinen Heparin- 
mengen war die hierdurch erzeugte Antithrombinsteigerung einiger- 
maBen proportional der zugesetzten Heparinmenge. Wurden gréBere 
Heparinmengen zugefiigt, war die Antithrombinsteigerung pro zu- 
gesetzte Heparineinheit geringer; bei Konzentrationen von 10. bis 
15 mg Heparin wurde das erwihnte Maximum erreicht. 

Das durch Heparinzugabe erhaltene Maximum der Antithrombin- 
menge entspricht dem bei Immunisierung, anaphylaktischem Schock 
und Staseikterus vorhandenen, und auch hier treten die gleichen physio- 
logischen Variationen von Tier zu Tier auf. Bei Immunisierung gibt 
eine Fortsetzung von Antigeninjektionen nach Erreichung des Maximums 
der Antithrombinmenge nur eine kurzdauernde kleine Antithrombin- 
steigerung. Auch wenn die Antithrombinwirkung aus den friiher er- 
waihnten Griinden maximal ist, geben intravendse Injektionen von 
Heparin oder Zusatz von Heparin zum Plasma in vitro in derselben 
Weise keine weiteren nennenswerten Steigerungen. Es tritt nur ein 
kleiner Ausschlag auf, der etwa 10° desjenigen betragt der auftritt, 
wenn Heparin zu normalem Plasma zugesetzt wird. 

Das durch Heparinzusatz gebildete Antithrombin verhalt sich 
intravenédsen Tuscheinjektionen gegeniiber ebenso wie das durch 
Immunisierung, anaphylaktischen Schock oder Staseikterus gebildete. 
Bei Kaninchen, die durch intravendse Heparininjektionen eine erhohte 
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Antithrombinmenge im Blute haben, verursacht die gleiche Tusche 
injektion ebenfalls einen steilen Fall auf normale Werte. Tuschezusatz 
zu Heparinblut in vitro bedingt ein voélliges Verschwinden des durch 
das Heparin gebildeten Antithrombins. 

Untersuchungen von A. Fischer (29) haben gezeigt, daB Leukocyten, 
deren Zellmembran durch Chloroform geschadigt ist, groBe Heparin. 
mengen binden kénnen. Da fiir die Wirkung von Tusche auf die Anti- 
thrombinmenge das Vorhandensein von Blutkérperchen eine Not- 
wendigkeit ist, liegt es nahe anzunehmen, dab die Tuschewirkung iiber 
eine Beschadigung der Blutkérperchen eintritt. Es wird deshalb 
versucht, ob eine Schadigung der Blutkérperchen durch andere Stoffe 
als Tusche auch einen Antithrombinfall bedingt. Zu 2 cem Citratblut 
mit maximalem Antithrombingehalt gaben wir in einigen Fallen zwei 
Tropfen Chloroform und in anderen Fallen zwei Tropfen 20 °jige 
Witte-Peptonlésung. In allen Fallen bewirkte dies einen Antithrombin. 
fall auf normale Werte. Die Tuschewirkung wird somit durch eine 
Schadigung der Blutk6rperchen verursacht und es ist auffallend, dal 
durch diese Schadigung die Blutkérperchen sowohl Heparin als auch 
die variable Komponente des Antithrombins binden kénnen. 

AuBer diesem auffalligen gleichartigen Verhalten gibt es noch 
andere Punkte, die in gleiche Richtung deuten. So ist z. B. bekannt, 
daB beim anaphylaktischen Schock, wo eine Antithrombinsteigerung 
gefunden wird, eine Heparinausscheidung auftritt, die ebenso wie die 
primare Antithrombinsteigerung schnell und kurzzeitig verlauft und 
recht erheblich ist. Hierzu kommt, daB — wahrend Heparin selbst 
sicherlich hitzebestandig ist — Heparin + Co-Faktor thermolabil ist 
und genau die gleiche Thermolabilitaét wie das Antithrombin hat. 

Beziiglich der Schnelligkeit der Wirkung des Antithrombins einer- 
seits und des Heparins andererseits liegen Angaben vor, die darauf 
hindeuten, daB hier ein verschiedenes Verhalten vorliegt; Heparin 
+- Co-Faktor wirkt schnell, wahrend Antithrombin langsam wirkt. 

Wird dieses Verhalten jedoch naher untersucht, so zeigt es sich, 
daB diese Angaben nicht ganz zutreffen. Eine starke Heparin-Plasma- 
lé6sung wirkt auch nach meinen Beobachtungen schnell und erreicht ihr 
Maximum im Laufe von 4 bis 5 Minuten, die Wirkung einer schwacheren 
Lésung ist aber bedeutend langsamer. Bei Zusatz von nur soviel Heparin, 
daB das Plasma beziiglich der Antithrombinwirkung nicht ganz ge- 
sittigt ist, erlangt diese Heparin-Plasmalésung ihre maximale Wirkung 
gegentiber dem Thrombin erst nach 9 bis 10 Minuten, ahnlich der 
Wirkung des Antithrombins, die nach 12 bis 14 Minuten ihr Maximum 
erreicht (s. Abb. 4). 

Das hier beschriebene Verhalten zeigt somit eine Reihe von Be- 
rihrungspunkten zwischen Heparin + Co-Faktor und der variablen 
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Komponente des Antithrombins. Allerdings ist auch hier ein wesent- 
licher Punkt, der gegen eine Ubereinstimmung spricht. Schon bei 


Zusatz von kleinen Mengen Heparin zum’ Plasma tritt, wie erwahnt, 
eine wesentliche Verlangerung der Gerinnungszeit auf, wahrend selbst 
dann, wenn die Antithrombinmenge bei Kaninchen maximal ist (bei 
Immunisierung, anaphylaktischem Schock und Staseikterus) keinerlei 
Anderung in der Gerinnbar- 
keit des Blutes nachweisbar 
ist!, Diese Beobachtungen 
kénnen vorlaiufig nicht mit 
den tibrigen Befunden in 
Ubereinstimmung gebracht 





werden, und die Identitat 
der variablen Antithrombin- 
komponente mit dem He- 
parin +-Co-Faktor ist da- 
her zur Zeit nicht mit Sicher- 
heit festzustellen. 

Es sei jedoch erwahnt, 
daB die bekannten Heparin- 
praparate aus Organen 
durch sehr eingreifende Pro- 
zesse gewonnen werden, so 
da8 kaum zu erwarten ist, 
daB diese Praparate genau ; nee 

é ‘ s Abb. 4. Kurven tiber die Schnelligkeit der Inak- 
die gleichen Eigenschaften tivierung des Thrombins durch Antithrombin. 
: Inmmunplasma, Heparin- 


: é A : plasma (8S mg%), ( ( Heparinplasma 
logische Stoff Heparin. (20 mg®,). 


zeigen sollen wie der physio- 


Die Bedeutung des Antithrombins, 


Verschiedene Verfasser, wie Mellanby (30) und Quick (31), haben die 
Kigentiimlichkeit hervorgehoben, da Plasma und Serum bedeutende 
Mengen Thrombin neutralisieren kénnen, ohne daB dies einen merkbaren 
EinfluB auf die Gertmnungszeit des Blutes hat. In Ubereinstimmung 
hiermit hat Dyckerho/f (23) betont, da} die von ihm beobachteten Anti- 
thrombinsteigerungen, z. B. bei anaphylaktischem Schock, die Gerin- 
nungszeit des Blutes nicht beeinflussen, die sich waihrend der ganzen 
Immunisierung konstant halt. 

Unsere Untersuchungen haben dieses Verhalten bestatigt. Wie 
frither erwahnt, finden wir, daB 1 ccm Plasma etwa 150 Antithrombin- 


1 Auf Grund eines zu kleinen Versuchsmaterials wurde in einer friiheren 
Arbeit (1) dieses Verhalten fehlerhaft angegeben. 
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einheiten enthait, was besagt, daB 1 cem Plasma imstande ist , 150 Throm. 
bineinheiten zu neutralisieren. Dies ist auBerordentlich viel, denn es 
zeigt sich | Astrup (33)|, daB der Zusatz von 150 Thrombineinheiten zu 
150 ccm Blut dieses in < 30 Sekunden zur Gerinnung bringen kann 
Da die gesamte Blutmenge eines Kaninchens etwa 150 cem ist, kann 
also l1eem Kaninchenplasma eine Thrombinmenge neutralisieren, dic 
die gesamte Blutmenge eines Kaninchens in < 30 Sekunden zur Ge. 
rinnung bringen kann. 

In Ubereinstimmung mit Dyckerhoff finden wir trotz der Anti- 
thrombinsteigerung von etwa 70°) bei Immunisierung und Stase- 
ikterus, daB die Gerinnungszeit hiervon nicht merkbar beeinfluBt wird. 

Da wir im Gegensatz zu Drinker und Drinker bei Blutverlust keine 
gréBeren Antithrombinainderungen finden, als nach der GréBe des Blut- 
verlustes zu erwarten waren, ist die verkiirzte Gerinnungszeit unter 
diesen Umsténden wahrscheinlich nicht allein durch die Antithrombin- 
verringerung zu erkliren. 

Wenn die Antithrombinmenge durch intravenése Tuscheinjekt ion 
von 0,5cem pro kg auf 20°) unter den Normalwert gebracht wird, 
bleibt sie lange Zeit, bis tiber 6 Wochen, konstant. Bereits 4 Wochen 
nach der Tuscheinjektion kann die Antithrombinmenge allerdings durch: 
Immunisierung oder Staseikterus wieder zum Steigen gebracht werden, 


auf jeden Fall bis ttber den normalen Wert. Obwohl also die Anti- 
thrombinmenge erhéht werden kann, bleibt diese trotzdem auf dem 
niedrigen Niveau stehen, wenn nicht durch besondere Eingriffe eine 
Erhé6hung verursacht wird. Dies kénnte vielleicht darauf hindeuten. 
daB es fiir den Organismus recht gleichgiiltig ist, ob der Antithrombin 


spiegel hoch oder niedrig ist. 

Bei Erklarung des fehlenden Einflusses des Antithrombins auf dic 
Blutgerinnung muB beriicksichtigt werden, daB die Bindung Thrombin 
Antithrombin ein ziemlich langsamer Proze8 ist und etwa 15 Minuten 
bis zur vollen Wirkung des Antithrombins erfordert (s. Abb. 4). Aller 
dings erfolgt der gréBte Teil der Bindung Thrombin —Antithrombin in 
den ersten 2 Minuten und lauft somit vor der Blutgerinnung ab und 
Antithrombin hatte eigentlich seine Wirkung ausiiben kénnen. Die 
langsame Reaktion ist also keine brauchbare Erk!arung fiir die Inakti- 
vitat des Antithrombins. 

Mellanby und Quick haben versucht, fiir dieses Verhalten eine 
Erklarung zu finden und nehmen an, da8 Thrombin eine weit gréBere 
Affinitat zum Fibrinogen als zum Antithrombin hat und hierdurch erst 
dann imstande ist, das Antithrombin zu binden, wenn kein Fibrinogen 
mehr vorhanden ist, oder mit anderen Worten, erst dann, wenn die 
Gerinnung stattgefunden hat. 
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Zum SchluB8 méchte ich auf einen anderen Punkt hinweisen 
namlich die auBerordentlich ungenauen Methoden, die zur Bestimmung 
der Gerinnungszeit von Saugetierblut zur Verfiigung stehen der 
Versuchsfehler liegt bei den besten Bestimmungen bei etwa 100°). 
Wenn man beriicksichtigt, daB die maximale Antithrombinsteigerung 
nur 70 % ist, zeigt dies, daB eine wirkliche Beurteilung des Antithrombins 
erst dann erreicht werden kann, wenn bedeutend bessere Methoden zur 
Bestimmung sowohl der normalen als der pathologischen Gerinnungszeit 
des Blutes gefunden werden. 

Ein eingehenderes Belegen der Versuchsergebnisse war hier nicht 
méglich, es sei aber erwahnt, da} zu diesen Versuchen etwa 100 Versuchs- 
tiere benutzt und etwa 2000 Antithrombinbestimmungen vorgenommen 
wurden. 


Die zu diesen Versuchen notwendigen groBen Thrombinmengen wurden 
uns liebenswiirdigerweise von ,,Lovens kemiske Fabrik‘, Kopenhagen, zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 


Zusammenfassung, 


1. In einer kurzen Literaturiibersicht tiber den Antithrombingehalt 
des Blutes wird auf die verschiedenen widersprechenden Angaben 
hingewiesen, die wahrscheinlich ihren Grund in der unsicheren Meb- 
methode (MeBfehler ~ 100%) haben. Die Kinfiihrung der Methode 
von Astrup und Darling, mit der die vorliegenden Versuche ausgefiihrt 
wurden, weist MeBfehler von < 5% auf. 

2. Die Untersuchung der Antithrombinmenge bei Immunisierung 
ergab, daB intravenése Injektionen von EiweiBlésungen eine Steigerung 


auf 60 bis 70% verursachen. Die spiteren Antigeninjektionen bedingen 

auBerdem kurzdauernde Antithrombinerhéhungen von 10 °, 
° 7 Be . P . . 

der Art ihres Auftretens als Uberempfindlichkeitsreaktion gedeutet wird. 


,, die nach 

Immunisierung mit korpuskuliren Antigenen, z. B. Pneumo- 
kokkenvaccine, Suspension von Hefezellen usw., zeigten ein prinzipiell 
anderes Verhalten. Hiertritt nur die kleine, kurzdauernde Antit hrombin- 
steigerung auf, die generelle Steigerung unterbleibt. 

Wiederholte intravenése Injektionen von Starke, Gelatine und 
Gummi arabicum geben die gleichen Antithrombinreaktionen wie 
Immunisierung mit EiweiS!ésungen. 

3. Reinjektion von Proteinlésungen nach einem durch Protein- 
lésungen erzeugten anaphylaktischen Schock bedingt im unmittelbaren 
Anschlu8 an den Schock einen steilen Anstieg des Antithrombins von 
60 bis 70%. Diese Steigerung ist aber nur kurzdauernd und nach 
2 bis 3 Stunden ist die Antithrombinmenge wieder normal. Einige 
Stunden spater beginnt jedoch die Antithrombinmenge wieder zu steigen 


4* 
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und erreicht nach etwa 24 Stunden ein Maximum, das ebenfalls 60 bis 
70° iiber dem Normalwert liegt. Diese sekundare Steigerung ist 
langdauernd. Bei Erzeugung des anaphylaktischen Schocks dure), 
Suspension von korpuskularen Antigenen tritt nur die primare,. kurz. 
dauernde Steigerung auf. Reinjektionen von Starke, Gelatine und 
Gummi arabicum, die 4 Wochen nach intravendser Injektion diese 
Stoffe vorgenommen wurden, ergeben die gleichen Antithrombin. 
anderungen wie bei einem anaphylaktischen Schock, der durch Protein. 
lGsungen verursacht wurde. Dies deutet darauf hin, daB der Organismus 
auch gegen diese Stoffe sensibilisiert ist, obwoh| dieselben keinen 
Antigencharakter haben. 

4. Intravenése Tuscheinjektionen bedingen einen Fall der Anti 
thrombinmenge des Blutes und kénnen die fiir _Immunisierung und 
anaphylaktischen ‘Schock charakteristischen Antithrombinvariationen 
verhindern. 

5. Staseikterus verursacht eine Antithrombinsteigerung von gleiche: 
GréBenordnung wie die bei Immunisierung und anaphylaktischem 
Schock beobachtete. Intravenése Tuscheinjektionen kénnen auch diese 
Steigerung vollstandig blockieren. 

6. Experimentelle, durch Chloroform hervorgerufene Leberschidi- 
gungen kénnen einen Antithrombinfall verursachen. Dieser Befunc 


deutet im Zusammenhang mit anderen Beobachtungen darauf hin 
daB die Leberzellen fiir die Antithrombinbildung nicht von Bedeutung 
sind und da wahrscheinlich das reticulo-endotheliale System de: 


Bildungsort ist. 

7. Antithrombin besteht wahrscheinlich aus zwei Komponenten 
wovon die eine variabel, die andere Komponente konstant ist. Weitere 
Versuche deuten auf eine Identitaét der variablen Komponente mit dem 
Heparin -- Co-Faktor, wahrend die konstante Komponente mit der 
unspezifischen Enzymhemmung der Proteine identisch ist. 

8. Die Bedeutung des Antithrombins wird besprochen. 
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Uber den biologischen Ergiinzungswert 
verschiedener Nahrungsproteine. 
Il. Mitteilung: 
Der Ersatz von tierischem Eiwei8 dureb das Eiwei8 von Gerstenmalz 
und Biertreber. 
Von 
Andreas Hock. 
(Aus der Ernaihrungsphysiologischen Station des Instituts fiir Garungs- 
gewerbe und Starkefabrikation zu Berlin.) 
(Eingegangen am 6, Oktober 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kinleitung, 


In der I. Mitteilung (1) wurde iiber Aufzuchtversuche an Ratten 
berichtet, in denen der biologische Wert einer Kombination von Hefe.. 
Roggen- und WeizeneiweiB im Vergleich zu tierischem EiweiB (Fisch- 
mehl) bestimmt wurde. Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Unter- 
legenheit der pflanzlichen EiweiBarten — wenigstens indem angewandten 
Mischungsverhaltnis (Hefe- : Roggen- + Weizenprotein — 84,5: 15,5) 
gegeniiber dem Fischmehlprotein; das Wachstum der Tiere war bei 
gleichem Rohproteingehalt der Gruppen um rund 54% schlechter. Da- 
gegen geniigten bereits relativ geringe Mengen des tierischen Proteins, 
z. B. Ersatz der Halfte des HefeeiweiBes durch Fischmehleiweif, um 
wieder gleiches Wachstum zu erreichen. Das weitere Ziel unserer 
Arbeiten tiber biologische Erganzungswerte verschiedener Nahrungs- 
proteine ging nun zunachst dahin, nach EiweiBquellen der deutschen 
landwirtschaftlichen Technik bzw. Mischungen von solchen zu suchen, 
die keine Erginzung durch tierische Proteine mehr benétigen. 


Wir wendeten unsere Aufmerksamkeit zunachst der Biertreber zu, 
die nach H. Fink rund 53% (2) des Rohproteins der fiir die Bierbereitung 
verwendeten Gerste enthalt. Es war zu hoffen, daB das Eiwei dieses 
in der Tierernahrung seit langem geschatzten Materials biologisch relati\ 
hochwertig sein wiirde, da auch das Gersteneiwei unter den pflanz- 
lichen Proteinen als biologisch hochwertig bekannt ist. So fanden 
R. H. A. Plimmer und Mitarbeiter (3) bei Aufzuchtversuchen an Kiiken 
den (aus der Gewichtszunahme pro Proteinverzehr in 15 Wochen be- 
rechneten) biologischen Wert der Gerste auf ungefihr gleicher Hole 
wie den von Hafer, wihrend Weizen und Roggen um fast 50% tiefer 
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lagen; nur Buchweizen lag von tiblichen pflanzlichen Proteinen noch 
hoher in seinem Wert. Auch 7h. B. Osborne und Z. B. Mendel (4) 
konnten bei Aufzuchtversuchen an Ratten eine allerdings geringere 
Uberlegenheit der Gerstenproteine gegeniiber anderen Cerealien fest- 
stellen. Ob nun das Trebereiweif auf gleicher Qualitatshéhe steht, 
muBte erst der Versuch zeigen, eine Minderung ware méglich, da durch 
das Maischen gewisse EiweiBanteile, vor allem leicht lésliche nieder- 
molekulare verlorengehen, was ja auch in einer leichten Minderung der 
Verdaulichkeit von durchschnittlich 77 auf 71°, 
zum Ausdruck kommt. 


beim Schwein (5) 


) 


Fiir unsere Versuche bedienten wir uns wiederum des bereits in der 
vorausgehenden Mitteilung (a.a.O.) eingehend geschilderten Aufzucht- 
versuchs an weiBen Ratten. Die Versuchsanordnung sei daher im folgenden 
nur kurz wiederholt: Junge, eben abgesetzte Ratten von 40 bis 60 g Gewicht 
werden bis zur Geschlechtsreife mit einer Versuchsnahrung ernahrt, die 
fiir alle zu vergleichenden Gruppen (von mindestens 10 Tieren), mit Aus- 
nahme der Qualitat des EiweiBes (als Rohprotein bestimmt), kalorisch, wie 
auch qualitatsmaBig gleich zusammengestellt wird. Der Gesamt-Roh- 
proteingehalt wird konstant bei 9,3 bis 9,5% der Nahrung gehalten. 

Als Ausdruck der biologischen Qualitaét des NahrungseiweiBes dient 
Z + 100 

pp wobei Z die durchschnittliche Gewichtszunahme 
der Tiere wahrend einer bestimmten Versuchsdauer (30, 60, 90, 120 und 
150 Tage) bedeutet und V P die wahrend des gleichen Zeitraumes verzehrte 
Menge an Rohprotein. 

Die Tatsache, daB nicht das Eiweif an sich, sondern seine Bausteine, 
die Aminosiéuren, den biologischen Wert bedingen, ferner der Begriff des 
irganzungswertes der einzelnen Proteine einer Nahrung sowie die daraus 
sich ergebende Notwendigkeit, EiweiBgemische auf ihren biologischen Wert 
zu untersuchen, wurde ebenfalls in der ersten Mitteilung dargelegt; wir 
verweisen daher diesbeziiglich auf die vorausgehende Arbeit (a. a. O.). 


die Beziehung Q = 


Eingehender sollen dagegen an dieser Stelle noch die Vorginge des 
Kiweibstoffwechsels besprochen werden, die in dem Unterschied der 
von uns errechneten @-Werte zum Ausdruck kommen, was sowohl fiir 
die Beurteilung des Wertes der Ergebnisse fiir praktische Ernahrungs- 
fragen im allgemeinen, wie im einzelnen auch fiir den Vergleich mit 
den nach abweichender Methodik erhaltenen Befunden anderer Autoren 
von Bedeutung ist. 

Mit unserer Versuchsmethodik erfaBt man vor allem den Wert 
der Nahrungsproteine fiir den tierischen Baustoffwechsel, und zwar 
sowohl fiir das Wachstum, also den Aufbau der Zellsubstanz, wie auch 
fiir die Regeneration derselben, den sogenannten Erhaltungsstoff- 
wechsel. Beide Funktionen stellen, was ja der praktischen Ernahrungs- 
lehre von Mensch und Tier seit langem bekannt ist, nicht gleiche An- 
forderungen an die Qualitét des Nahrungseiweifes oder, besser gesagt, 
der N-haltigen Substanzen der Nahrung. In spezieller Weise konnten 
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E. W. Burroughs, H.S. Burroughs und H. H, Mitchell (6) dies nach- 
weisen, indem sie fanden, das der Aminosdiurebedarf ausgewachsene! 
Ratten weitgehend unspezifisch ist. Die Versuchstiere konnten im 
N-Gleichgewicht gehalten werden, wenn die gebotene Proteinnahruny 


bzw. das gebotene Gemisch von Aminosauren in ausreichendem Mabv« 
Threonin, [soleucin, Tryptophan, Valin, Methionin, Tyrosin und Nor. 
leucin enthielt; nicht benétigt wurden dagegen fiir den Erhaltungs. 
stoffwechsel Lysin, Leucin, Histidin, Arginin und Phenylalanin, dic 
aber simtlich fiir das Wachstum, also fiir die Bildung neuer Gewebe- 


proteine notwendig waren. Bei der praktischen Verwertung der Ergeb 
nisse von Aufzuchtversuchen zur Bestimmung des biologischen Wertes 
von Nahrungsproteinen hat man also immer einen gewissen Sicherheits- 
faktor, wenn es sich um die Ernaihrung eines erwachsenen Organismus 
Mensch oder Tier handelt; dieser kommt unter Umstanden mit 
einem Nahrungseiwei von geringerer biologischer Qualitat oder, 
exakter gesagt, mit einem unvollstandigen Gemisch von Aminosauren 
aus, waihrend das jugendliche, wachsende Tier héhere Anforderungen 
stellt. 

Andererseits mu aber auch noch zur Beurteilung der Reichweite 
der von uns angewandten Methodik gesagt werden, daB sie einen wich- 
tigen Funktionskomplex des Ké6rpers, nimlich Schwangerschaft und 
Lactation, nicht miterfaBbt. Es ist méglich wenn auch nach den 
bisherigen praktischen Erfahrungen der Ernahrungslehre nicht seh: 
wahrscheinlich —, daB der Organismus fiir diese Lebensfunktionen noch 
spezifischere Anforderungen an sein Nahrungseiweil stellt als fiir das 
Wachstum. 

Da der gesamte N-Stoffwechsel aufs engste miteinander verflochten 
ist und alle Teilfunktionen sich gegenseitig wesentlich beeinflussen. 
werden bei derartigen Versuchen die Wachstumswerte sicherlich auch 
durch die unterschiedlichen calorischen und die den Warmehausha!t 
steuernden Wirkungen der Nahrungsproteine beeinfluBt. So ist zum 
Beispiel jetzt nach Forschungen amerikanischer Autoren mit NH 
die bereits von F. Knoop seit 1910 vertretene Ansicht (7), daB an- 
organischer Ammoniak zur EiweiBsynthese verwendet werden kann, 
erwiesen und es besteht demnach ohne weiteres die Méglichkeit, 
daB im Betriebsstoffwechsel gebildetes NH, nicht der Harnstoff- 
synthese verfallt, sondern wieder zum Neuaufbau von Aminosauren 
verwendet wird. Spezielle, wenn auch immer noch summarische Ein- 
blicke in diese heute in der Literatur mit dem Ausdruck Betriebsstoff- 
wechsel bezeichneten Koérperfunktionen sind natiirlich nur durch Be- 
stimmung von Anderungen im Grundumsatz [spezifisch dynamische 
Wirkung (8)] und durch die Ermittlung der Harnquotienten C/N und 
Vakat-O N sowie durch die Feststellung von Einfliissen der Nahrungs- 
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proteine auf den Glykogengehalt der Leber zu gewinnen (9). Wir 
kommen spiter hierauf noch zuriick. 

Zusammenfassend kann man etwa sagen: Die unterschiedlichen 
Werte unseres Wachstumsfaktors Q * werden in erster Linie bedingt 
durch den unterschiedlichen qualitativen Wert des Eiweibes (ein- 
schlieBlich der mitbestimmten tibrigen N-haltigen Substanzen) der 
verschiedenen Versuchsdiaiten fiir den Zellaufbau des wachsenden 
Tieres ; dabei werden die Qualitatsanspriiche des Erhaltungsstoffwechsels 
von den weiterreichenden des Wachstums iiberlagert. Auch die Einfliisse 
auf den Betriebsstoffwechsel werden in den Unterschieden im Q-Wert 
zum Teil zum Ausdruck kommen. Wie bereits in der I. Mitteilung 


(a.a. O.) naher erlautert, besteht ein anderer Weg zur Ermittlung det 
biologischen Qualitaét eines Nahrungseiweibes in der Ermittlung der 
N-Bilanz des Kérpers unter bestimmten Voraussetziingen (verschieden 
hoher EiweiBbedarf zur Deckung der Abnutzungsquote). 


Da ein derartiges Verfahren meist nur relativ kurze Perioden im 
Leben von Mensch und Tier erfaBt, eignet es sich in der Hauptsache 
nur zur Ermittlung des qualitaétsmaBigen Bedarfs fiir den Erhaltungs- 
stoffwechsel, worauf sich ja auch meist die Versuchsanordnung be- 
schrankt. 

Hier diirfte auch die Ursache dafiir zu suchen sein, dai Unter- 
suchungen nach der Thomas- Mitchell-Methode (11) meist eine bessere 
,, biologische Wertigkeit‘t zeigen, als die aus Wachstumskurven ab- 
geleiteten Ergebnisse. So fanden z. B. E. Mangold, H.Stotz und 
A, Columbus (12) bei der Finkschen Eiweischlempe nach dem Thomas- 
Mitchell-Verfahren fiir Schweine eine biologische Wertigkeit von 94, 
die das zu 2/, aus Hefe- und zu !/, aus KartoffeleiweiB bestehende 
EiweiBgemisch in der Qualitat tierischem EiweiB fast gleich stellt, 
wahrend Kirsch mit dem gleichen Futtermittel nur unbefriedigende 
Ergebnisse bei der Aufzucht junger Schweine erzielte (13) und wir 
selbst (a.a.O.) mit unserer Aufzuchtmethodik an jungen Ratten fiir 
Hefe eine Erganzung durch tierisches EiweiB als notwendig feststellten 
(siehe auch weiter unten). 

Problematischer erscheinen uns allerdings Versuche mit der Witchell- 
Methode, auch den Wachstumswert eines Eiweibes oder eines Kiweib- 
gemisches mittels N-Gaben iiber den Erhaltungsbedarf hinaus zu er- 
fassen, da der Wert des EiweiBes fiir das eigentliche Wachstum wahrend 
der ganzen Wachstumsperiode verschieden ist. Dies konnte W. Lieh- 
scher (14) bei Aufzuchtversuchen mit Leim an Schweinen sehr schon 


* Ahnliche Wachstumsfaktoren wurden bereits friiher von verschiedenen 
Autoren verwendet, so von M.A. Boas Fixsen (10), R. H. A, Plimmer 
(a.a.O.) und anderen. 
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Tabelle 1. Mittelwerte des Nahrstoffgehaltes der verwendeten 
Nahrungsmittel in der Trockensubstanz, sowie durchsechnitt- 
licher Trockensubstanzgehalt. 


me 
das 
N-( 
S tun 
F ES die: 
Z Vel 


Weizen 100,00 97,97 11,23 1,52 83,98 24 | 86,75 2.0: M6 
Roggen 100,00 98,06 11,00 - 1,66 83,68 72 88,05 ¢ vol 
Gerstenmalz . 100,00 97,74 13,80 11,50 2,19 78,35 86,65 26 
Biertreber ... | 100,00 95,47 29,30 29,30 10,28 | 43,58 86,30 
Brauereihefe . 100,00 93,86 64,20 48,30 39,66 91,00 
Holzzucker- 
hefe 100,00 88,80 55,01 51,60 33,60 . 95,65 11,20 
Magermilch- 
pulver .... || 100,00! 92,85 | 37,10 | 32,70! 0 55,75 95,45 7,15 
Fischmehl ... 100,00 79,05 64,4 59,80 10,78 3,94 91,30 20,95 





Trocken- 
substanz 
Rohfett 
Rohfaser 
Durch- 

tl 


a 
 ; 


Reineiweil 


Rohprotein 


Tabelle Il. Prozentuale Futtermittelzusammensetzung der Diat- 
gruppen (Mittelwerte simtlicher Mischungen). 





ado 


Ver- Zz 
suchs- 
gruppe 


hefe 
Roggen 
-HLO 


Lebertran 
Weizen 


Fischmehl 


Reisstiirke 


= 
= 
— 
S 
~ 
Ler} 


Brauereihefe 


Magermilch 
Holzzucker- 


Nr. £ 


Ca(H,PO 


M ik 1,46 | 2,72 ,29 | 3,65 57,10 
N | 5,03 10,60 1,46 2,38 7, ,29 | 3,65 61,45 Me 
O 2,00 3,00 - 5,00 18,00 120 | — : 

P — 2,00 3,00 5,00 |56,00 — | — | 34,0| - der 
R 2,00 3,00 _ 5,00 66,20 17,0 6,8 Gr 


- 
~1 
to 


Tabelle III. Nahrstoffgehalt und Herkunit Boinen 





Kohlenhydrate (einschl. Rohfaser) aus 





Rohfett (Atherextrakt) aus ineralstoffe 
Ver- 2 
suchs- 
gruppe 


Weizen 
Roggen 
Weizen 
+ Roggen 
Gersten- 
malz 


hefe 


b) Fischmehl 
Kohlenhydrate 


Biertreber 
Gesamt 
Kohlenhydrate 
Fischmehl 
Lebertran 
Biertreber 


Reisstiirke 
Milchpulver 
Gerstenmalz 


a) Trocken- 
Milchpulver 


Nr. 


M 56,0 10,60 a) 0,51 '11,01  — — || 78,12) 0,26 | 

N | 60,3) 2,79 a) 0,61 11,01 — | 78,01 0,25) — 
O 17,6 a) 0,70; — |61,71; — | 68,6 | 2,06]; — 
P {55,0 7 19,71 714 5,06) — 
R 64,9 a) 0, 9,87, 75,72 2,46 || 0,67 


beweisen, indem er zeigte, daB dieses unvollstandige Eiweif bei jiingeren 





Tieren vollig unbefriedigende Wachstumswirkungen zeigte, bei alteren 
dagegen bereits von gewissem Wert war; d.h. also: die qualitativen 
Anforderungen an das Eiwei8 nehmen mit fortschreitender Wachstums- 
periode ab. Wollte man unter diesen Verhaltnissen mit der N-Bilanz- 





auntt 


Biertreber 
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methode zu eindeutigen Ergebnissen iiber den Wert des Eiweibes fiir 
das Wachstum kommen, so miiBte man zahlreiche Einzelversuche mit 
N-Gaben tiber den Erhaltungsbedarf hinaus wihrend der ganzen Wachs- 
tumsperiode anstellen und hieraus Mittelwerte extrapolieren. Unter 
diesem Gesichtswinkel gesehen, sind tibrigens m. E. auch die Kirschschen 
Versuche (a.a.QO.) noch nicht vollstaéndig. Es besteht durchaus die 
Moglichkeit, da bei alteren Tieren — ahnlich wie bei den Leimversuchen 
von Liebscher (a. a. O.) — bessere Wachstumsergebnisse zu erzielen sind, 


Experimenteller Teil. 

Wie schon in der Einleitung gesagt, war die Methodik der Versuche 
die gleiche wie bei der I. Mitteilung (a. a. O.). Die Tiere waren bis zu 
180 Tagen im Versuch. Noch gréBere Sorgfalt als bei den friiheren 
Versuchen wurde diesmal auf die Auswah] des Tiermaterials gelegt, 
indem stets Geschwister aus Wiirfen der eigenen Zucht auf die einzelnen 
Versuchsgruppen verteilt wurden. Beziiglich des Gesundheitszustandes 
der Tiere in den einzelnen Gruppen konnten keine Besonderheiten 
beobachtet werden; auch die am Ende der Versuche durchgefiihrten 
pathologischen Untersuchungen ergaben keine Besonderheiten. 


Versuchsnahrung, 
A. Allgemeines. 
Wie schon eingangs erwahnt wurde, kommt es bei der Auswahl 


der Versuchsdiiten hauptsaichlich darauf an, daB sich die einze!nen 
Gruppen praktisch nur in der Art des gebotenen EiweiBes unterscheiden ; 


zelnen Nahrstoffe in den Versuchsdiaten. 





Milchpulver 


1,37 0,08 0,26 — ' 
50,34 b) 0,60 1,22 _ ) 


ineralstoffe (als Asche bestimmt) aus 


Rohprotein (N * 6,25) aus 


b) prim. Ca- | 
Phosphat 
Trockenhefe 
Weizen 
+ Roggen 
Gerstenmalz 
Biertreber 
Mineralstoffe 
(Asche) 
a) Fischmehl } 
pulver 
Brauereihefe 
Holzzucker- 
hefe 
Roggen 
Weizen 
Gerstenmalz 
Gesamt-Roh- 
protein 
Calorien 
pro 100g Diat 


a) Fischmehl 


b) Milch- 


4 0,71 0,73 — 9,30) 384 
4 6,57 0,71 0,73 — 9,53 382 
1 8 
] 


ca 


0,10 1,41; — 8,52 — 9,53 360 
0,10 1,33 ( 8,50 9,51 387 


a) 1,30 0,10 — — 0,66, § a) 4,00 1,01. — — 425 9,26 382 


, 
) 


ferner ist es nétig, darauf zu achten, daB die einzelnen Versuchsnahrungen 
an allen sonstigen Nahrstoffen vollwertig sind. Diese Bedingungen 
wurden, wie die Tabellen I bis LI zeigen, fiir die Gruppen O, P und R 
unter sich weitestgehend erfiillt. Die Gruppen M und N zeigen vor allem 
in der Qualitaét der Kohlenhydrate einige Unterschiede, da sie mehr 
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den Gruppen der I. Mitteilung entsprechen; trotzdem sind sie aber als 
Vergleich mit Milch- und HefeeiweiB wie weiter unten noch aus- 
gefiihrt wird noch verwendbar. 

Beziiglich Herkunft der Versuchsnahrungsmittel, ihrer Aufbewahrung 
und chemischen Analyse gelten die entsprechenden Ausfiihrungen in de1 
I. Mitteilung (a.a.O.). Hinzuzufiigen ist, daB das verwendete Gersten- 
malz ein iibliches helles Braumalz der Hochschulbrauerei in Berlin war und 
die Trockentreber ein handelsiibliches Fabrikat der gleichen Brauerei, 
Das verwendete Milchpulver war ein im Krauseverfahren getrocknetes 
Sprihmagermilchpulver der Firma Lactama. 


B. Ine einzelnen Néhrstoffe. 


1. EiweiB: Wie bei den fritheren Versuchen, wurde auch diesma! 
der Gehalt an Rohprotein (RP.) bei allen Diaten einheitlich auf 9,3 bis 
9,5° der Gesamtnahrung bei praktisch gleichem Wasser- und Calorien- 
gehalt eingestellt. Da dieses EiweiBverhaltnis nach Erfahrungen von 
Mc Collum und Mitarbeitern gerade geniigt, um bei einer entsprechenden 
ernahrungsphysiologischen Qualitat ein gutes Wachstum der Tiere zu 
gewihrieisten, ist damit auch die Gewahr gegeben, daB das EiweiB zum 
iiberwiegenden Teil dem Baustoffwechsel dient und fiir energetische 
Zwecke kaum Verwendung findet. 

Was nun die Herkunft der einzeluen EiweiBarten anbelangt (Ta- 
belle III), so stammten bei den Gruppen M und N 1.44% der Gesamt- 
nahrung 15,6 °, des Gesamt-RP. zu etwa gleichen Teilen aus Roggen 
und Weizen. Weitere 7,78 °, des Gesamt-RP. wurden bei beiden Gruppen 
von Brauereihefe geliefert, der Rest bei Gruppe M aus Magermilch- 
pulver, wahrend bei Gruppe N weitere 57,4° des Gesamt-RP. von 
Holzzuckerhefe gestellt wurden und nur der tibrigbleibende Rest von 
19,2°, von Magermilchpulver. 

Bei der Gruppe O stammten von den 9,53 °° RP. der Diat 1,01°,, 
von Brauereihefe, der Rest aus Gerstenmalz; bei Gruppe P enthielt 
die Didt neben wiederum 1,01°) Brauereihefe-RP. 8,53°) Biertreber- 
RP., wahrend bei Gruppe R nur 4,25 °) Biertreber-RP. und dafiir 4,00 °, 
Fischmehl-RP. gegeben wurden (neben wiederum 1,01° Brauerei- 
hefe-RP.). Fiir die Berechnung der N-Gaben wurden auch diesma! 
wieder nur die RP.-Werte benutzt. Auf die Verwendung der Werte 
fiir ReineiweiB oder fiir verdauliches RP. oder verdauliches Reineiweil 
wurde aus den friiher mitgeteilten Griinden verzichtet, obwohl diesma| 
wenigstens zwischen den zu vergleichenden EiweiSarten von Gersten- 
malz und TrebereiweiB einerseits und MilcheiweiB andererseits die 
Unterschiede gréBer waren als bei den friitheren Versuchen. 

Mit dieser RP.-Zusammenstellung der fiinf Diatgruppen sind wir 
einmal in der Lage, die zu priifenden Gerstenmalz- und Treberproteine 
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mit hochwertigstem tierischen Eiweif (Gruppe M: 80°) des Gesamt-RP. 
besteht aus MilcheiweiB) zu vergleichen: weiterhin muB uns ein Ver- 
gieich der Gruppen O und P zeigen, ob die Treberproteine einen niedri- 
geren biologischen Wert besitzen als die Malzproteine, wihrend Gruppe R 
ergeben mu, ob Fischmehleiweif8 zur Halfte durch TrebereiweiB er- 
setzbar ist (Vergleich mit Gruppe M). Die Gruppen M und N stellen 
eigentlich eine Fortsetzung der Versuche der vorausgehenden Mitteijung 
dar; nur wurde an Stelle des dort verwendeten Fischmehles Milchpulver 
verwandt, so da diese beiden tierischen EiweiBarten miteinander 
verglichen werden kénnen. Andererseits bilden die Ergebnisse dieser 
beiden Gruppen aber auch eine Briicke zwischen den Wachstumswerten 
der Hefegruppen der vorausgehenden Mitteilung und der vorliegenden 
Malz-Biertreberversuche. 

2. Ubrige Nahrstoffe: Der Gesamtkohlenhydratanteil (einschlieBlich 
Rohfaser) ist fiir die Gruppen M und N praktisch gleich (78,01 bis 
78,12%); ferner stammen 90° dieser Gesamtkohlenhydrate aus den 
fleichen Nahrungsmitteln (Reisstarke, Cerealien, Milch- und Hefe- 
kohlenhydrate). Die Unterschiede bei den fehlenden 10° beruhen 
auf dem verschiedenen Gehalt an Hefeglykogen und Milchkohlen- 
hydraten und fallen kaum ins Gewicht. Eine weitgehende Analogie 
besteht ferner zwischen Qualitaét und Quantitét der Kohlenhydrate 
der Gruppen M und N, wie auch zwischen den tibrigen N-freien Nahr- 
stoffen dieser beiden Gruppen und denen der Gruppen A, D, C, CII, E, 
E II, B und BII der ersten Veréffentlichung. GréBer sind dagegen die 
Unterschiede gegeniiber den Gruppen O, P und R, die sich dafiir aber 
untereinander wieder weitgehend ahnlich sind. Der Kohlenhydrat- 
anteil dieser Gruppen liegt mit 68,6 bis 75,2°¢ der Gesamtnahrung um 
2,9 bis 13,4°% niedriger als bei Gruppe M und N. Auch qualitatsmaBig 
sind gréBere Unterschiede festzustellen. Roggen und Weizen fehlen bei 
diesen Diaten, dafiirtreten bei Gruppe O die Kohlenhydrate von Gersten- 
malz und bei P und R die der Treber; waihrend jedoch bei M und N die 
Cerealien Roggen und Weizen nur 15,4°, der Gesamtkohlenhydrate 
ausmachen, stellt das Gerstenmalz bei O 73,4°): bei P und R werden 
27,6 baw. 13,5 °%, der Gesamtkohlenhydrate durch die Biertreber gestellt, 
wodurch diese beiden Gruppen den ersteren wieder ahnlicher sind. Der 
Rest der Kohlenhydrate ist bei O, P und R hauptsachlich Reisstirke 
Brauereihefe und Fischmeh! stellen nur ganz geringe Anteile —, so da 
hierin mit M und N qualitétsmaBige Gleichheit besteht. 

Beim Rohfett liegen die Verhaltnisse ahnlich. M und N sind mit 
2,59 bis 2,93° Rohfettgehalt weitgehend Parallelen zu den Gruppen 
der I. Mitteilung, wahrend bei den Gruppen O, P und R an Stelle von 
0,21 % Cerealienfett aus Roggen und Weizen bei M und N 1,37 bis 3,01 °, 
Fett aus Gerstenmalz oder Biertreber tritt. Hierdurch liegt der Gesamt- 
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fettgehalt bei O, P und R durchweg hoher (4,37 bis 6,01°%) als bei M 


und N (2,59 bis 2,93 %). Was die biologische Qualitat der Fettgemische 


anbelangt, so verbiirgt der Lebertran, der bei allen Gruppen den Haupt- 
fettanteil stellt (2,4 bis 3,0° der Diaten), fiir befriedigende Gleichheit 
auch beziiglich der fettlésiichen Vitamine A und D. Bei Gruppe R wird 
ein Teil des Lebertrans durch Fischmehlfett ersetzt, das biclogisch dem 
Lebertran als gleichwertig anzusehen ist. 

Eine ausreichende Mineralstoffversorgung wird bei allen Gruppen 
durch das der Milchasche nachgebildete Salzgemisch nach Me Collum 
und Simmonds sichergestellt. Die Diaiten der Gruppen O, P und R ent- 
halten davon 3,37 °, (als Asche berechnet), wahrend M und N in Analogie 
zu den Gruppen der I. Mitteilung nur 2,46 % aufweisen; dafiir erhalt aber 
Gruppe M neben 0,21 % Cerealienasche 1,37 ° Milchasche und Gruppe N 
034°. Milchasche + 0,60 °% Ca(H, PO,4)s (als Asche bestimmt), wahrend 
O und P sich mit 1,33 bis 141°) Ca-armer Cerealienasche aus Malz 
bzw. Treber begniigen miissen. Die Gruppe R ist allerdings etwas 
besser gestellt, da sie neben 0,66°, Treberasche noch 1,3 ° Fischmehi- 


asche erhalt. An Hefeasche erhalten alle Gruppen ungefahr gleiche 
Mengen (0,08 bis 0,103 °¢), auBer Gruppe N (1,22 °,). Der Gesamtasche- 
gehalt der Diaten schwankt zwischen 4,17 (M) und 545°) (R) und liegt 
fiir die Gruppen N, O und P praktisch gleich (4,82 bis 4,90°)). Man 


sieht, da8 zwar zwischen O und P einerseits und M, N und R anderer- 
seits gréBere Unterschiede bestehen, ein Einflu8 aus diesen Unter- 
schieden auf das Wachstum der Gruppen diirfte jedoch kaum zu folgern 
sein, da das Salzgemisch nach Mc Collum und Simmonds in allen Diaten 
in einer Menge (2,46 bis 3,37 °; als Asche bestimmt) vorhanden ist, die 
alle anderen Mangel der Mineralstoffversorgung, wie schon gesagt. 
ausgleicht. Die Unterschiede in der Mineralstoffversorgung diirften 
daher ebenfalls kaum ausreichen, um eine verschiedene Beeinflussung 
des Wachstums zu bewirken. 

Die Vitaminversorgung war bei allen Gruppen in gleichmafiger 
und ausreichender Weise sichergestellt. Beziiglich der fett!éslichen 
Vitamine A und D wurde dies schon oben gesagt. Was die Vitamine 
der B-Gruppe anbelangt, so ist natiirlich klar, daB die Gruppe N wegen 
des Hefeanteiles von 10,6 ° in der Diat den itibrigen Gruppen tiberlegen 
ist. Obwohl bei diesen der Bedarf an B-Vitaminen durch den jeweiligen 
Gehalt von 1,46°% Hefe, ohne Beriicksichtigung des B-Gehalts der 
Cerealien, gedeckt ist, gaben wir aus Griinden der Gleichheit diesen 
Gruppen entsprechende Mengen von alkoholisch-wasserigen Hefe- 
ausziigen (vgl. I. Mitteilung, a. a. O.) zusatzlich. Alle Gruppen erhielten 
ferner — wie auch bei den fritheren Versuchen — gleichmaBig kleinere 
Mengen an Griinzeug und Ascorbinsaure, so daB auch sonst alle lebens- 
notwendigen Faktoren in ausreichender und vor allem in fiir alle 
Gruppen gleicher Menge verabfolgt wurden. 
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MI Im Caloriengehalt! waren die Diaéten der Gruppen M, N, P und R 
€ praktisch vollig gleich, da wie Tabelle III zeigt nur eine Schwan- 
kung von 382 bis 387 cal vorhanden war; auch der um etwa 6°, niedri- 
it gere Caloriengehalt der Nahrung von Gruppe O (360 cal) fallt praktisch 
d nicht ins Gewicht. 
‘ Zusammenfassend kann gesagt werden: Die Bedingung, daB die 
Versuchsnahrung beziiglich aller Nahr- und Wirkstoffe auBer Eiweil 
‘ q = svollwertig und ausreichend sein soll, ist fiir simtliche fiinf Gruppen 
. @ serfiilit. Praktisch vollig ausreichende Gleichheit der einzelnen N-freien 
: Nahrstoffe besteht einmal zwischen den Gruppen O, P und R und 
: weiterhin zwischen den Gruppen M und N und den Gruppen der IL. Mit- 
teilung. Zwischen den Diaten von O, P und R und denen der iibrigen 
) Versuchsgruppen bestehen teilweise (vornehmlich bei Gruppe O) gewisse 





Unterschiede, die zwar einen Vergleich wohl noch gestatten, andererseits 





aber doch eine gewisse Vorsicht in der Beurteilung not wendig erscheinen 






lassen, wortiber weiter unten noch einiges gesagt werden soll. 








Leberuntersuchungen, 






Die Tatsache, daB bestimmte Nahrstoffe und Nahrstoffgruppen 
deutliche, und zwar qualitativ spezifische Einfliisse auf den Glykogen- 
und Fettgehalt der Leber ausiiben, ist bekanrit. So verhindert z. B. 
Cholin die Bildung von Fettlebern, die gleiche Wirkung haben manche 
Aminosiuren, wie Methionin, und Proteine, wie Gliadin; dagegen férdert 
Cystin die Leberfettbildung (15). Uber unterschiedliche Einfliisse ver- 
schiedener Nahrungsproteine auf den Glykogengehalt der Leber be- 
richten A. Bickel und Mitarbeiter (16), sie sehen in diesen Wirkungen 
der Nahrungsproteine bzw. der im Verlauf der Verdauung daraus ent- 










stehenden Aminosduregemische mit Recht eine Beeinflussung des 
Betriebsstoffwechsels, dessen spezielle Erforschung auBerhalb des 
Rahmens der vorliegenden Arbeit steht. Da jedoch wie schon ein- 
gangs erwahnt — anzunehmen ist, daB Betriebsstoffwechsel und Wachs- 







tumsvorginge, wenn auch in uns noch unklarer Weise, miteinander 





verflochten sind, sind auch diese Vorgange des Stoffwechsels fiir uns 





von Interesse. Wir bestimmten daher nach Beendigung unserer Ver- 
suche bei den Gruppen O, P und R den Glykogen-, Fett- und Trocken- 
substanzgehalt der Lebern eines Teiles unserer Versuchstiere (Tabelle LV, 
V und VI). Die Lebern wurden zwecks Vermeidung postmortaler 
Veranderungen sofort nach der Tétung der Tiere gewonnen und so 







schnell wie méglich verarbeitet. 










1 1g Rohprotein (N - 6,25) = 3,95 cal, 1 g Kohlenhydrate (einschlieB- 
lich Rohfaser) = 4,l eal, 1 g Rohfett (d. h. Ather extrahierbare Substanz) 
= 9,3 cal. 
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Tabelle IV. 
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Gruppe O. 


Glykogen- und Fettgehalt einzelner Tiere 





Ver- 
suchs- 
gruppe 


Nr. 


O 
() 
O 
O 
O 


Tier Geschlecht 


Nr. 


2 
2 
2 
2 
of 


Durchschnitt: 


Trocken- 


substanz 


28.60 
25,20 
22,50 
28,00 
24,00 


25,68 


Glykogengehalt 
in mg” 


Fettgehalt 
in me% 


Frisch- 
Leber- gewicht 
gewicht 


Frisch- | Trocken-| Frisch- Trocken- g Frisch- 
substanz substanz 


substanz 


280 
64 
0 
228 
30 


120 


Tabelle V. 


substanz 


979 
254 

0 
814 
125 


435 


5,41 
4,76 
5,48 
6,25 


5,86 


5,55 


18,91 
18,75 
24,34 
22,30 


24,40 
21,73 


substanz gewichits 


9,12 
10,50 
8,98 
8,95 


14,21 
10,34 


5,46 
4,89 
5,13 
5.00 


ykogen- und Fettgehalt einzelner Tiere der Gruppe P. 
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689 
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4,94 
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Tabelle VI. wurd 

Glykogen- und Fettgehalt einzelner Tiere der Gruppe R. q dis 9, 
* brig: 
q und « 


Durchschnitt: 26,25 359 5,59 | 21,45 8,32 
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Leber- gewicht 
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g Frisch- Lebend 
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gruppe 


Nr. Nr. 


Trocken- 

substanz ;——_ —_— — 
Frisch- Trocken- Frisch- | Trocken- 
substanz substanz substanz substanz 


Tier Geschlecht 
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Die Glykogenbestimmung wurde jeweils als Doppelanalyse nach 
der Pfliigerschen Methode in der Ausfiihrung nach C. A. Good, H. Kra- 
mer und M. Somogyi (17) durchgefiihrt. 
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Trockensubstanz- und Rohfettgehalt (atherextrahierbare Substanz)} 
wurden in einem Arbeitsgang folgendermaBen ermittelt : Das zur Unter- 
suchung gelangende Lebergewebe wurde zunadchst mit einer quanti- 
tativ abgewogenen Menge analysenreinen Seesandes médglichst fein 
zerrieben, abgewogen und mehrere Tage unter der 20fachen Menge 
06 %igem Alkohol stehengelassen. Nachdem durch diese MaBnahme 
das Zellgewebe gesprengt und entwassert war (18), wurde das Ganze 
durch eine vorher im Trockenschrank bei 105° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknete Extraktionshiilse filtriert und das Filtrat zunaichst getrennt 
aufbewahrt. Der Riickstand wurde im Soxhlet 24 Stunden lang mit 
Ather erschépfend extrahiert. Ather und Alkoholextrakt wurden nun 
vereinigt, im Wasserbad zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
wieder mit Ather aufgenommen und mit Na,SO, getrocknet; der nach 
Filtration und Verdampfen des Athers verbleibende Riickstand wurde 
nach erfolgtem Trocknen im Vakuumtrockenschrank bei 46° gewogen 
und der Fettgehalt in iiblicher Weise errechnet. 

Die Extraktionshiilse mit dem fett- und lipoidfreien Riickstand 
wurde bei 105° getrocknet und gewogen. Nach Abzug des Hiilsen- 
und des Sandgewichtes resultiert die fettfreie Trockensubstanz, zu der 
man zur Ermittlung der Gesamttrockensubstanz lediglich das Gewicht 
der mit Ather extrahierten Substanz addieren mub. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Tabelle VII gibt den durchschnittlichen taglichen RP.-Verzehr (VP) 
der einzelnen Gruppen wieder, der nach der in der [. Mitteilung ge- 
schilderten Methode fiir die einzelnen Versuchsabschnitte ermittelt 
wurde. Da der RP.-Gehalt bei allen Diaten praktisch gleich ist (9,16 
bis 9,539), wird hierdurch auch der unterschiedliche Verzehr an allen 
iibrigen praktisch im gleichen Prozentanteil vorliegenden Nahrstoffen 
und der unterschiedliche Calorienverbrauch beriicksichtigt. 


Tabelle VII. Durchschnittlicher taglicher RP.-Verzehr nach 
Versuchstagen. 





Versuchsgruppe Nr.: M N 


Versuchsdauer 30 Tage : é 1,40 1,33 
are ‘ 1,37 1,23 
ae 1,38 1,25 
Rae 1,40 1,28 
i ee 1,41 1,29 


Die Tabelle VIII und die Abb. 1 bis 5 bringen die aus dem Gewichts- 
zuwachs Z und dem Proteinverzehr VP berechneten (-Werte (vgl. 
Kinleitung) in den einzelnen Diatgruppen nach 30, 60, 90 usw. Tagen, 
waihrend Tabelle LX fiir die zeitlichen Abschnitte bis zu 150 Tagen 
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Tabelle VIII. Mittlere Zunahme der Tiere ing pro 100 g verzehrte: 
Rohproteins (Q) nach 30, 60, 90 usw. Versuchstagen. 





Gruppe 30 Tage 60 Tage 90 Tage 120 Tage 150 Tage 


Nr. | Q | Tierzahl @Q | Tierzahl | Q | Tierzahl  Q  Tierzahl | Q | Tierzah 
9 9 9 a) 
M 108 42 5¢ 49 5065/49 50° 58149 Bo BA 
ll 11 q 9 
N 49 59 6¢ 62 60 39 42 bo AL 42 5c Al 
10 10 10 10 
O 681729 3c 12 3¢ 72 30} 72/1792 3c || 7 
10 10 10 10 
4952 bot BQ bo 6459 50 BB FQ 5 
11 ll 11 11 
92 2¢ 108 92 26 87 99 24) 71 
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Abb. 4. Abb. 5 
Q-Werte d. Gr. P. Q-Werte d. Gr. R. 
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angibt, wie weit die ()-Werte der einzelnen Tiere um die Durchschnitts- 
werte streuen. Auf diese nicht etwa durch Versuchsfehler, sondern 
durch die naturbedingte Tiervariation hervorgerufene Streuung wurde 
bereits in der vorausgegangenen Mitteilung (a. a. O.) niher eingegangen. 
Es handelt sich bei der angewandten Methodik, wie bei allen Tier- 
versuchen, um eine statistische Auswertung, bei der zur exakten Defi- 
nierung einer Wirkung neben dem Mittelwert aus einer Versuchsreihe 
noch die Variationsbreite zu beriicksichtigen ist (19). 

Fiir die Beurteilung der Ergebnisse sollen auch diesmal wieder in 
der Hauptsache die ()-Werte nach 90- und 120tagiger Versuchsdauer 
herangezogen werden, da nach diesen Versuchszeiten die durch auBere 
Kinfliisse bedingten zufalligen Schwankungen bereits weitgehend aus- 
geglichen sind. 

Wenn man nun zunachst die Mittelwerte fiir die Gruppe M_ be- 
trachtet und sie mit den Ergebnissen der 1. Mittteilung vergleicht, so 
ist festzustellen, daB diese Gruppe nach 90 und 120 Tagen praktisch 
gleiche (-Mittelwerte aufweist wie Gruppe A (Fischmehl-Standard- 
gruppe). In den ersten Versuchsabschnitten scheint Gruppe M gegen- 
iiber A etwas iiberlegen zu sein; so liegt der ()-Mittelwert nach 30 Tagen 
um rund 30% héher als bei A und beginnt erst nach 60 Tagen, sich 
ungefahr anzugleichen (109°) des Mittelwertes von A). Unter Beriick- 
sichtigung der ziemlich idealen Parallelitat der Nahrstoffzusammen- 
setzung beider Gruppen kann man hieraus schlieBen, da das Milch- 
eiweih in den ersten Lebensabschnitten dem Fischmehleiweif etwas tiber- 
legen und spater als biologisch gleichwertig zu betrachten ist. 

Gruppe N liegt mit ihrem Verhaltnis Hefeeiweif : tierischem Eiweil 
zwischen den Gruppen E bzw. E IL und den fischmehlfreien Gruppen B 
und BII der I. Mitteilung. Wahrend bei E und E II in der Diat das 
Verhaltnis Hefe- : Fischmehlrohprotein 77,5: 22,5 betrug, haben wir es 
bei der Diat der Gruppe N mit einem Verhaltnis von Hefe- : Milchroh- 
protein — 89:11 zu tun. (Der Gehalt an Weizen- und Roggen-RP. 
ist — entsprechend der einleitend erwaihnten Parallelitat der Gruppen A 
bis N ~— gleich.) In schéner Ubereinstimmung damit liegen auch dic 
()- Mittelwerte zwischen denen von E II (bzw. E) und B II (bzw. B). Gegen- 
tiber M besteht eine Verschlechterung von Q nach 90 Tagen um 40% und 
nach 120 Tagen noch um 30%. Beziiglich der Streuung der einzelnen 
(-Werte um den Mittelwert bietet die N-Gruppe das gleiche Bild wie 
die beiden B-Gruppen. Wahrend die Breite der Tiervariation bei M 
in Analogie zur A-Gruppe zwischen +- 20% liegt (Tabelle X) und 
innerhalb dieser Grenzen das typische Bild einer statistischen Hiufig- 
keitskurve zeigt1, ist bei N eine grundsatzlich verschiedene Art der 

1 In gleicher Weise wie z. B. die Streuung um den Mittelwert der 


tédlichen Dosen Digitalis fiir 573 Katzen nach Versuchen von de Lind 
van Wijngaarden (siehe J. H. Burn, a.a. O.). 
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Tabelle LX. 





Gruppe 


Nr. 


¢ 
Anzahl der Tiere in ©, 
Gesamttierzah! 


Anzahl der Tiere in °, 
Gesamttierzahl 


Anzahl der Tiere in % 
Gesamttierzahl 


Anzahl der Tiere in.% 
Gesamttierzah! 


Anzahl der Tiere in % 
Gesamttierzahl 


30 Tage 


60 Tage 


2 3 


81-101 
100 
9 


3-24 | 24-3 38-58 
36 ; ‘ 2& 37 
11 

42-50 5 : . 71-99 

30 f 2 100 

10 

56-76 

90 

10 

40 63 | 76-112; 117 | 130156 80-124 
9 9 64 9 9! 9 73 
11 1l 


Streuung der V.\W@ 


Streuung festzustellen; wie Tabelle LX zeigt, ist in der ersten Zeit des 
Versuches tiberhaupt noch keine Haiufung der Werte in der Nahe des 
Mittelwertes festzustellen und auch nach 90 Tagen ist sie lange nicht 
so ausgepragt wie bei M, nur 45% der Tiere liegen innerhalb der Streu- 


ungszone von -- 20 %, die wbrigen Tiere streuen zum Teil recht erheblich 
(bis zu + 40%) nach oben und unten. Die Ursache fiir diese statistischen 
Unterschiede ist m. E. — wie bereits in der 1, Mitteilung naher erlautert 
ebenfalls in der ungeniigenden biologischen Qualitét des Nahrungs- 
eiweiBes der Gruppe N zu suchen, weil bei konstitutionsmaBig labilen 
Tieren, die unter normaler Ernahrungsweise noch ein normales Wachstum 
zeigen wiirden, die ungeniigende EiweiSqualitat zu starkeren Wachstums.- 
hemmungen fiihren wird als bei kraftigeren. 

Die ()-Mittelwerte der Gruppen O, P und R sollen zunachst nur 
untereinander verglichen werden. Dabei ist festzustellen, dab die 
Gruppe O, deren EiweiBnahrung zu 89,4% aus MalzeiweiS! besteht, 
und die Gruppe R, die an Stelle des Malz-RP. eine Mischung aus 47 Teilen 
Fischmehl- und 53 Teilen Biertreber-RP. erhielt, vom 90. Versuchstag 
an ein gleich gutes Wachstum zeigen; vorher ist R tiberlegen, was auf 
die bessere Eignung des tierischen Proteins fiir den jugendlichen Organis- 
mus zuriickzufiihren sein diirfte. Gruppe P, die ihren Eiweifbedarf zu 
89,4 % 1 durch Biertreber-RP. decken mubte, fallt mit ihren Wachstums- 
werten deutlich ab. Nach einer 30tagigen Versuchsperiode betragt der 
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1 Der Rest von rund 10% wird von Brauereihefe gestellt, die aus 
Griinden einer ausreichenden Versorgung mit Vitaminen des B-Komplexes 
verfiittert wurde. 
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90 Tage 


3 


60-69 


58 
11 


16 
10 90 
10 


(8-66 70-104 
18 82 


66 
11 


120 Tage 


2 
3 


53-63 
100 
9 
32-49 
33 
9 


57-84 
100 
10 

46-67 
100 
10 

57-85 
100 


150 Tage 


55-68 60-69 
23 22 


48-69 
88 
5 


14-64 
100 
9 

47-71 
91 
1] 


1} 11 


()-Mittelwert kaum die Halfte von R und nach 90 bzw. 120 Versuchstagen 
ist immer noch eine Minderung gegeniiber O und P von etwa 35 bzw. 30 °,, 
festzustellen. 

Aus diesen Befunden ist also zunachst einmal der SchluB zu ziehen, 


daB das T'rebereiweifs dem Malzeiweifi unterlegen ist, dap dagegen eine 
Mischung von Fischmehl : Trebereiweih im Verhdltnis von rund 1: 1 
wieder gleichwertig, bei jungen Tieren sogar leicht tiberlegen ist. 


Diese Befunde waren von uns erwartet worden; die gegeniiber Malz 
verringerte biologische Qualitat des Trebereiweibes beruht zweifellos 
auf Verlusten an wertvollen Aminosduren waihrend des Maischekochens. 
Uberraschend wirkt aber ein Vergleich der Q-Mittelwerte dieser drei 
Gruppen mit denen der Gruppe M oder mit einer ihr gleichwertigen 
Gruppe (A, D, C und C II) der vorausgehenden Mitteilung. Ein solcher 
Vergleich ist — wie Tabelle [LL zeigt und wie im Abschnitt ,, Versuchs- 
nahrung* naher erlautert wurde — fiir die Gruppen P und R durchaus 
méglich, da auBer dem Eiwei8 bei praktisch gleichem Caloriengehalt 
die Unterschiede in den Diaten kaum so gro sind, daB sie das Wachstum 
deutlich beeinflussen. Der Vergleich zeigt nun, da8B das Trebereiweil 
nach 90- bis 120tagiger Versuchsdauer ein gleiches Wachstum bewirkt 
wie die EKiweiSkombination von Gruppe M, die sich aus 76,6° Milch- 
eiweiB, 15,5°% Roggen- und WeizeneiweiB und 7,9°, Hefeeiweifs zu- 
sammensetzt. Nur wihrend der ersten Zeit der Entwicklung scheint 
eine gewisse Unterlegenheit zu bestehen, da die Q-Werte nach 30 Tagen 
im Mittel um 55% unter denen von Gruppe M liegen und nach 60 Tagen 
immerhin noch um 26%. Gruppe R dagegen mit ihrer EiweiBkombination 
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von Treber : Fischmehl : Hefeeiweif — 4,2: 4,0: 1 ist der M-Gruppe wi 
auch der A-Gruppe der I. Mitteilung durchweg sogar leicht iiberlegen 
Dasselbe gilt auch fiir die (-Mittelwerte der Gruppe O; zwar unter 
scheiden sich in der O-Nahrung (a. a. O.) die Nahrstoffe auBer Eiweil} 
qualitativ zum Teil recht wesentlich (besonders die Kohlenhydrate) von 
denen der M-Diit, da jedoch ein Vergleich mit den Gruppen P und k 
méglich ist, 1a§t sich indirekt wenigstens eine Gleichheit in der biology; 
schen Qualitaét auch des MalzeiweiBes mit der EiweiBkombination dei 
Gruppe M feststellen, 

Auch die relativ geringe Streuung der ()-Werte dieser drei Gruppen 
(Tabelle [X), die durchaus eine gleich enge Variationsbreite wie bei M 
erkennen |aBt, zeigt, dafS diese drei Versuchsdiaten ein allgemein gutes 
Wachstum erméglichen. 

Zusammenfassend kann man sagen: Das Rohprotein von Gerstenmal: 
wnd auch von Biertreber ist als biologisch recht hochwertig anzusehen: ¢» 
kann ohne Beifiitterung eines tierischen Eiweifes unter dem angewandte » 
Ndhrstoffverhiltnis gutes Wachstum gewdhrleisten und diirfte daher 2 
Ergdnzung geringwertiger Pflanzenproteine wohl geeignet sein. Versuche 
nach dieser Richtung sind zur Zeit noch im Gange. 


Zum SchluB sind noch die Ergebnisse der bei Tieren der Gruppen 0. 
P und R durchgefiihrten Leberuntersuchungen zu besprechen, die in 
Tabellen V bis VII wiedergegeben sind. Auch diese Untersuchungen 
zeigen das tibliche Bild biologischer Schwankungen, die sich vor allem 
beim Fett- und Glykogengehalt zeigen. Die Zahl der untersuchten 
Lebern reicht jedoch aus, um verniinftige Mittelwerte zu erhalten. Wic 
man sieht, ist zwischen den drei Gruppen praktisch kein Unterschied 
in den Mittelwerten fiir die Trockensubstanz und den Fettgehalt (sowol! 
auf Frisch- wie auch auf Trockensubstanz bezogen) festzustellen. Aucl) 
das Verhaltnis Leberfrischgewicht : Gesamtgewicht schwankt bei dev 
drei Gruppen nicht wesentlich. Vas heift also, dafp das Rohprotein aller dre: 
Gruppen in ausreichender Weise tiber fettrequlierende Substanzen (Cholin 
Methionin, Cystin usw.) verfiigt. Dagegen ist der Glykogengehalt de: 
Gruppe P sowohl in der Frisch- wie auch in der Trockensubstanz im 
Durchschnitt drei- bis viermal groper als bei den Gruppen O und R. Diese 
Befund ist sehr interessant. Da sich namlich das Treber-RP. vom RP 
des Malzes nur durch das Fehlen bestimmter Aminoséuren oder auch 
anderer N-haltiger Substanzen unterscheiden kann, ist es klar, daB cine 
oder mehrere dieser der Treber fehlenden Substanzen entweder dei 
Glykogenaufbau hemmt oder den Abbau beschleunigt. Wie diese 
Wirkung zustande kommt, ist noch ungeklart, jedenfal!s diirfte nac!) 
Versuchen von Th. Huchtemann aus dem Bickelschen Arbeitskrei- 
(a.a.O.) nur ein direktes Kingreifen der wirksamen N-Substanz in 
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Frage kommen und nicht eine indirekte Wirkung iiber die al! gemeine 
Oxydations'age des Organismus (Wirkung des RP. auf den C : N- oder 
Vakat-O ; N- Quotienten). 


Es diirfte woh! noch zu frith sein, um aus diesem Befund Riick- 
schliisse auf gewisse diditetische Wirkungen des Bieres zu ziehen, es 
kénnte aber sehr woh! der Fa!] sein; denn diese den Glykogenabbau 
fordernden N-Substanzen miissen ja falls sie nicht von der Hefe 
verbraucht werden im fertigen Bier enthalten sein. 


Zusammenfassung, 


Im Wachstumsversuch an weiBen Ratten wurde in gleicher Weise 
wie in der vorausgehenden Mitteilung der biologische Wert der N-Sub- 
stanzen von Gerstenmalz, Biertreber, sowie einer Mischung von 15.5% 
Weizen und Roggeneiwei, 7,9 bzw. 65,8° HefeeiweiB und 76,6 bzw. 
18.7% MilcheiweiB ermittelt. 


Die Versuche ergaben: 


1. Das Rohprotein der Biertreber ist in seinem biologischen Wert 
dem MalzeiweiB8 unterlegen, nicht dagegen eine Mischung von Fisch- 
meh! : Treberprotein im Verhaltnis von 1: 1, die bei jungen Tieren sogar 


eine deutliche Uberlegenheit zeigt. 


2. Wird in der Diaét des Standardversuchs A der vorausgehenden 
Mitteilung das 76,6% des Gesamt-N stellende Fischmehl durch die 
N-aquivalente Menge Mi'chpu!ver ersetzt, so erhailt man bei jungen 
Tieren ein etwas besseres Wachstum a's bei der Fischmehigruppe, vom 
60. Versuchstag an sind jedoch die beiden Gruppen gleich. Ein Ersatz 
von 89% des Milch-N durch Hefe-N verschlechtert das Wachstum 
nach 90 Tagen um 40° und nach 120 Tagen noch um 30%. 


3. Kin Vergleich der Gerstenmalz- und Biertreberversuche mit dem 
Milch-Standardversuch (MilcheiweiB — 76,6° der Gesamtproteine) 
zeigt deutlich den hohen biologischen Wert der beiden pflanzlichen 
Proteinarten, Beide bewirken ein sehr befriedigendes Wachstum. Das 
TrebereiweilS ergibt gleiche, das MalzeiweiB sogar deutlich bessere 
()-Werte als der Milchstandardversuch. 


4. Ersatz von MalzeiweiB durch Treberprotein in der Diat bewirkt 
nach 180tagiger Verfiitterung eine Erhodhung des Leberg! ykogens um 
das Vierfache; wird die Haifte des TrebereiweiBes durch Fischmehl- 
protein ersetzt, so falit der Lebergl ykogengehalt wieder auf das Niveau 
der Malzdiat. Der Treber scheinen demnach gewisse im Malz und im 
Fischmehl vorhandene N-Substanzen zu fehlen, die entweder den 
Glykogenabbau fordern oder die Synthese hemmen. 
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir verbindlichst fii: 
ihre freundliche Unterstiitzung. Ferner danken wir den Herren Proi 
Dobberstein und Dr. Matthias vom Institut fiir Veterinaérpathologie de: 
Universitat Berlin fiir die Durchfiihrung der pathologischen Untersuchungen 


Literatur, 


1) A. Hock, diese Zeitschr. 311, 385, 1942; vorlaufige Mitteilung: 
Wochenschr. f. Brauerei 1941 8S. 269. 2) H. Fink, Gutachten fiir die 
Wirtschaftsgruppe Brauerei 1937 (als Manuskript gedruckt), — 3) R. H. A, 
Plimmer, I. L. Rosedale, W. H. Raymond u. I. Lowndess, Biochem. J. 28, 
1863, 1934. 4) Th. B,. Osborne u. L. B. Mendel, J. of biol. Chem. 41, 275, 


1920. — 5) O. Keliner u. G. Fingerling, Grundziige der Fiitterungslehre. 
Berlin, Verlag Parey, 1940. 6) EH. W. Burroughs, H.S. Burroughs 


H. H. Mitchell, J. Nutrit. 19, 271, 363, 385, 1940. 7) F. Knoop, Zeitschr 
f. physiol. Chem, 274, 291, 1942. — 8) A. Bornstein u. K. Holm, Handb. d 


normalen u. pathologischen Physiologie 5, 63, 1928; neuere Arbeiten C.Oehme, 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 558, 1937; Klin. Wochenschr. 1940, 
S. 609; F'. Krabbenhéft u. C. Oehme, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 109, 759, 
1941. — 9) A. Bickel, Uber die Beziehungen der Qualitit des Nahrungs- 
eiweiBes zum Ablauf des Betriebsstoffwechsels. Basel, Verlag B. Schwabe 


& Co., 1938. 10) M. A. Boas Fixsen, I. Ch. Duncan Hutchinson u. H. M. 
Jackson, Biochem. J. 28, 592, 1934. il) K. Thomas, Arch, f. Anat. 25, 
219, 1909; H. H. Mitchell, J. of biol. Chem. 58, 873, 923, 905, 1924. 
12) #. Mangold, H. Stotz u. A. Columbus, Forschungsdienst 10, 183, 1940. 
13) W. Kirsch u. H. Jantzon, ebenda 12, 40, 1942. 14) W. Liebscher, 


Zeitschr. f. Tierernahr. u. Futtermittelkde. 5, 273, 1941. 15) H. F. Tucker 


u. H.C. Eckstein, J. of biol. Chem. 126, 117, 1938; H. J. Channon, M. C. 
Manifold u. A. P. Platt, Biochem. J. 82, 969, 1938; friihere Arbeiten ebenda 


29, 2651, 1935; 80, 280, 1040, 1936. 16) Siehe 9), ferner A. Bickel, diese 


Zeitschr. 806, 245, 1940; HL. Fliigge, ebenda 307, 173, 1941; Th. Huchtemann, 
ebenda 808, 40, 1941. 17) C. A. Good, H. Kramer u. M. Somogyi, J. of 
biol. Chem. 100, 485, 1933. 18) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, 
Bd. 1. Berlin, Springer, 1925. 19) J. H. Burn, Arch. f. exper. Path. u 
Pharm, 184, 37, 1937; Derselbe, Biologische Auswertungsmethoden. Berlin, 
Springer, 1937. 





au 


(Aus 


befr 
Den 
(siel 
run 
kun 
fan 
uns 
ver 


ohn 
Wi 
in ¢ 
Ber 
ein 
kor 
kor 
wel 
ibn 


ras 


gin 
Sal 
in 

bre 
nor 
fac 


Wi 
18! 


ie, I] 


ist tin 
Proj 
ie de; 
inge) 


ilung: 
ir dic 
H. A. 
J. 28, 
» 275, 
lehre, 
hs uw. 
schr 
lb. d. 
ehme, 
1940, 
, 759, 
UN gs - 
wabe 
qr. M. 


. 25, 
t. 

L940, 
cher, 
icker 
ZC, 
nda 
liese 
tn, 
g ol 
hse, 
eu 
rlin, 





Versuche 
zur Methodik der Bestimmung der Acetonkérper, 
insbesondere der ~-Oxybuttersiiure. 
Von 
Oskar Eichler und Helmut Hindemith. 
(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der 
Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1942.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wahrend die Bestimmung des Acetons und der Acetessigsaure 
befriedigende Resultate ergibt, gilt das nicht fiir die /-Oxybuttersaure. 
Denn wenn man die Angaben der verschiedenen Autoren vergleicht 
(siehe z. B. Hinsberg-Lang'*), dann wird nur von einer Ausbeute von 
rund 70% mit groBen Schwankungen berichtet. Dabei werden Schwan- 
kungen von 60 bis 80° ohne weiteres hingenommen. Auch wir selbst 
fanden solchesunmotivierten Stérungen, die eine regelrechte Auswertunyg 
unserer Versuche so unsicher werden lieB, daB wir trotz groBer darauf 
verwendeter Mithe auf die Wiedergabe der Bestimmungen verzichteten. 

Unser Weg fiihrte uns aber wieder zu Problemen, deren Férderung 
ohne eine ausreichende Bestimmungsmethode nicht angéingig schien. 
Wir glauben jetzt nach monatelanger Arbeit einen gewissen Fortschritt 
in der Analyse erreicht zu haben und legen hier die Resultate unserer 
Bemiihungen vor. Dabei wollen wir vor allem auf die Schwierigkeiten 
eingehen, die uns auf unserem Wege nicht erspart blieben. Vielleicht 
kénnen wir damit dem einen oder anderen Umwege ersparen. Damit 
kénnten vor allem die Resultate klinischer Untersuchungen verbessert 
werden, da vielfach eine Methode schon vor ihrer ausreichenden Ein- 
iibung zur Anwendung kommt. Daraus ergeben sich dann die iiber- 
raschendsten Entdeckungen mit ungeheurer Anhaufung der Literatur. 

Von dem Prinzip, die Acetonkérper als Aceton zu bestimmen, 
gingen wir nicht ab. Zur Bestimmung wahlten wir die Reaktion mit 
Salicylaldehyd wie schon friither?. Die sonst vielfach geiibte Jodierung 
in alkalischer Lésung mit nachtraglicher Riicktitration des nicht ver- 
brauchten Jods ist zwar empfindlich und — nach unseren Versuchen 
noch in Mengen von wenigen y Aceton sehr exakt, aber selbst nach ein- 
facher Reinigung durch Destillation gehen so viele stérende Substanzen 

1 K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 8. 154ff. Berlin u. 


Wien, 1938. — * 0. Kichler u. F. Bengeforth, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
188, 255, 1938. — * Shipley u. Long, Biochem. J. 82, 2, 2242, 1938. 
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mit tber, dab die Werte viel zu hoch und unsicher werden. Man kénnt: 
sich helfen, indem man das Aceton tiber eine Fallung mit dem Deniges 
Reagens reinigt, wie Weichselbaum und Somogyit. Das wiirde aber 
einen weiteren Arbeitsgang mit der Méglichkeit von Verlusten (dic 
besonders bei Mikrofallungen dem in der Fallungsanalyse wenig Geiibten 
vorkommen werden) bedeuten. Die Salicylaldehydmethode wird aber 
durch destillierte Beimengungen wenig gestért, wie die Zusammen 
stellung von Korenmann2 ergibt. 


Acetonbestimmung, 





07438}- .250 + Als Grundlage diente uns 
die Reaktion von Aceton mit 
Salicylaldehyd. Die notwen 
dige Acetonmenge soll sich in 
5cem Lésung befinden. Dazu 
kommen 4cem 11,3 n KOH 
Bei dieser Alkalitat soll nach 
Urbach® die sich bildende gel be 
Nebenfarbe am wenigsten zu: 
Geltung kommen. Wir haben 
diese Angabe nicht nachgepriift 

Zuletzt wird 1 cem 10 Gew.. 
%ige Lésung von Salicyl- 


07126+- 200 Serres 


G0886 |- 


& 


Extinktion 
Skalenteile 
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aldehyd in Alkohol zugesetzt 
Das ganze kommt dann zuerst 
20 Minuten in ein Wasserbad 
i ewes SURES NSS | von 45 bis 479, dabei entwicke't 
sich die Farbe. SchlieBlich wer- 
den die GefaBe zum Abschluli 
30 Minuten in Eiswasser gestel|t 
oo ar ee per und die Kolorimetrie kann be 
Aceton ginnen. 
Abb. 1. Die Kolorimetrie erfolgte 
im photoelektrischen Kolori 
meter nach Havemann4. Die Glithfadentemperatur wurde konstant 
gehalten. Zur Ausschaltung der stérenden gelben Nebenfarbe ist dic 
Verwendung von Vorsatzfiltern angezeigt. Vorzuziehen ist als Nul! 
instrument ein empfindliches Drehspulengalvanometer. Wir fanden 


Cowette § mm Schichtaicke 
Filter 0G7 + BG7 


40264 50 














' T. EB. Weichselbaum u. M. Somogyi, J. of biol. Chem. 140, 5, 1941: 
zit. nach Rona, 129, 282. — *® Korenmann, Arch. f. Hyg. 112, 235, 1939. 
zit. nach K, Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 8. 154 ff. Berlin u 
Wien, 1938. — 3 Urbach, diese Zeitschr. 236, 164, 1931. 4 R. Havemann, 
ebenda 801, 105, 1937. 
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schlieBlich die Filter B. G.7 (blau) und O. G. 1 (orange) fiir geeignet. 
Die erhaltene Kurve fiir die 5-mm-Kiivette ist in Abb. | wieder- 
vegeben. 

Die sich entwickelnde Kurve gibt von Tag zu Tag nicht voéllig die 
gleiche Extinktion. Meist erhalt man die mittlere starke Kurve, aber 
es gibt Schwankungen mit den Extremen der beiden punktietten Linien. 


Wir haben dutzende Kontrollen ausgefiihrt mit Abwandlungen der 
Versuchsbedingungen, ohne da wir die Ursache haben ergriinden kémnen. 
An Fehlerméglichkeiten haben wir in 
Betracht gezogen: Alter der Lauge und 
des Salicylaldehyds, kleine Abwei- 
chungen in den Zeitpunkten der Farb- 
entwicklung. Schwankungen im Licht- al | 
strom und Dauer des Brennens der 
Lampe des Kolorimeters mit ver- i} 
schiedener Erhitzung der Apparatut 4| 
und schlieBlich der Lésung. Der letzte 
Punkt kann zu betrachtlichen Fehlern 
fiihren, die sich aber durch konstantes 
Arbeiten vermeiden lassen, als Ursache i 


& 








fi) unsere Schwankungen kommt er ui co il 
nicht in Frage. sy / ry 
Wenn eine Abweichung erfolgt, } | en, il 
dann liegen gleichzeitig behandelte {4 ~ Pe 
Proben auf einer vollig entsprechen- HM i | Su 
den Linie. Wir kénnen deshalb einen S i 
Kehler umgehen, indem wir zwei } 1 | AK 
Proben mit bekannten Acetonmengen / | ! 
(etwa 20 und 50 y) nebenher!aufen ' | Hl 
lassen und so die Lage der gesamten dt | 
Kichkurve festlegen. Hl 
Die Kurve beginnt, wie man ay 
sieht, nicht im Nullpunkt, sondern nein 
auf der. Ordinate. Kine kleine Leer- 
absorption ist also vorhanden. Sie kann nicht kompensiert durch 
unsere Kurve den Wert bis 0,5, selten sogar 1,5 Aceton betragen. 


Das ist als mégliche Schwankungsbreite einzusetzen. Die Bestimmung 
kann schon bei 5y Aceton mit entsprechender Fehlerméglichkeit  be- 
ginnen, die besten Werte erhalt man bei 20 bis 40 y. Bei héheren 
Werten als 60 y in 5cem weicht die Kurve starker von der Geraden 
ab. In diesem Teil kann man, sollte aber nicht messen. Wenn gréBere 
Mengen im Destillat zu erwarten sind, dann verdiinne man ent- 
sprechend, 

Die Destillat:on des Acetons und spatere Oxydation der /-Oxy- 
buttersaure erfolgte in einem kleinen Apparat, dessen Bau an sich nichts 
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Besonderes bietet, den wir aber der Deutlichkeit halber doch wiede: 
veben (Abb. 2). 

Von Cantoni und Engfeld wird die rasche Durchstr6mung mit Luft 
vorgeschrieben. GewiB wird dabei die Uberfiihrung des Acetons be 
schleunigt, ja erst quantitativ gemacht (siehe auch Shipley und Long!) 
Wir hatten gelegentlich durch zu rasche Durchstr6émung Verluste 
Deshalb durchstr6men wir langsam. Da die Luft im Gefa erwarmt 
(also voluminéser), nachher abgekiihlt wird, ist die Méglichkeit, Aceton 
mitzufiihren, verbessert, ohne dab in der Vorlage die Durchper!ung so 
rasch wie im GefaiB wird. Die Verluste treten auch nicht wesentlich in 
Erscheinung, wenn Wasserdampf aus dem siedenden Gefab mitgefiihrt 
wird. Durch die Kondensation in dem Kiihler ist die beste Gelegenheit 
einer Aufnahme in Wasser gegeben. Die Verluste erfolgen nach unseren 
Versuchen in der Zeit, wo noch kein Wasser in dem Kiihler kondensiert 
also anfangs: Aceton geht schon deutlich tiber. Desha!lb empfehlen wit 
die langsame Luftdurchperlung erst dann einzustellen, wenn die Fiiissiy 
keit siedet und schon deutliche Mengen von Fliissigkeit im Teil A des 
Kiihlers zur Kondensation kommen. Das ist dann besonders zu beachten 
wenn man in die Vorlage nur kleine Fliissigkeitsmengen vorgibt, um 
eine zu gioBbe Verdiinnung der Farbe zu vermeiden. 

Wir haben im tibrigen nie versucht, Aceton und Acetessigsaure 
durch Destillation in Kalte und Warme zu trennen, sondern bestimmen 
immer beide zusammen. Zur Bestimmung von Acetessigsaéure ist dic 
Methode von Quastel und Wheatley? manometrisch im Warburgschen 
Apparat sehr brauchbar. Wir fanden, daf das mit der Destillation 
erhaltene Aceton meist aus Acetessigséure stammte. Aus der Differenz 
beider Methoden ergab sich das vorgebildete Aceton. Das von uns 
abgebildete GefaB ist im tibrigen so ausgemessen, dab etwa 10 bis 12 com 
Fliissigkeit in den Kolben kommen. Aus diesem kann man 4,5 ccm 
destillieren und die Kolorimetrie vornehmen. Es soll also in den 10 com 
mindestens 5, am besten aber 20 bis 40 y Aceton + Acetessigsiaure 
vorhanden sein. 

&-Oxybuttersiiure, 


Den groBten Wert legten wir auf den Umsatz der /-Oxybuttersaure 
in Aceton. Die bisherigen Methoden kommen zu ihrem Verlust von 
25 bis 35, ja bis 40% dadurch, da die Oxydation nicht beim Aceton 
haltmacht. Um diese Weiteroxydation hintanzuhalten, wird von Lang 
und Hinsherg empfohlen, das zur Oxydation verwandte K,Cr,Q, nicht 
friiher zuzusetzen, bis das Reaktionsgemisch schon im Sieden ist 
Wir glauben, da diese Vorschrift auch deshalb notwendig ist, weil 


1 Shipley u. Long, Biochem. J. 82, 2, 2242, 1938. 2 I. H. Quastel 
u. Wheatley, ebenda 27, 1757, 1933. 
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das gebildete Aceton sonst langere Zeit mit dem Oxydationsmittel in 
Berithrung ist, wahrend es beim Sieden leichter abdestilliert wird. Wird 
die Oxydation nicht im AnschluB an eine vorherige Acetonbestimmung 
vorgenommen, wo also nur die Vorlage zu wechseln ware, dann wird 
man nicht nur bis zum Sieden warten, sondern solange, bis sich deutliche 
Mengen von Fliissigkeit in dem Teil A der Apparatur kondensieren. 
Dann ist der ganze Reaktionskolben schon erhitzt und der Ansatz wirkt 
nicht als eine Art von RiickfluBkiihler, der das Aceton immer wieder 
zum Oxydationsmittel zuriickfiihrt. AuBerdem spielt die Absorption 
in der Vorlage eine Rolle, wie oben beim Aceton beschrieben. 

Wir gingen bei unseren Untersuchungen von den alten Vorschriften 
aus und fanden auch rund 70 bis 75° als Ausbeute. 

Dem Inhalt des ReaktionsgefaiBes setzten wir dabei auch Talkum zu, 
um ein gleichmaBiges Sieden zu erreichen. Dabei variierten wir die Mengen 
des zugesetzten Talkums. Bei gréBeren Mengen fanden sich ganz deutlich 
Verluste. Wir beziehen diese auf Adsorption und daraus erfolgende Hemmung 
der Destillation und laingere Einwirkung des Oxydationsmittels. Wenn auch 
die kleinen Mengen keinen merkbaren Einflu8 haben, haben wir trotzdem 
Talkum aus dem ReaktionsgefaB® fortgelassen. Ein StoBen vermieden wir 
dadurch, daS wir jederzeit in langsamen Strom Luft durchperlten, ohne 
Luftdurechleitung wurde die Ausbeute schlechter und erreichte manchma! 
noch nicht 60° der Vorlage (Shipley und Long’). 

Wir versuchten zu besserer Ausbeute zu gelangen durch Anwendung 
eines anderen Oxydationsmittels. Der Gang der Zersetzung wurde 
dabei verfolgt, indem die Destillate fraktioniert aufgefangen und einzeln 
der Untersuchung zugefiihrt wurden. 

Cerisulfat (n/10). Das Oxydationsmittel war zu schwach, um $-Oxy- 
buttersiure tiberhaupt anzugreifen. 

KMn0O,. Dieses war zu stark und oxydierte gleich weiter, auch wenn 
wir die Oxydation tropfenweise nach den Vorschriften der Milchséure- 
bestimmung in H,PO,-Lésung mit Zusatz von MnSO, als Katalysator 
versuchten. 

Wir kehrten nun zu Chromat als Oxydationsmittel zuriick und ver- 
suchten durch Variation der Versuchsbedingungen eine Besserung zu 
erzielen. Wir haben so mehrere Dutzend verschiedene Varianten durch- 
probiert. 

1, Langsames Zutropfen der Chromatlésung. Diese Lésung wird in den 
bisherigen Vorschriften gleich auf einmal in der Menge von 1 cem 10- bis 
2%iger K,Cr,O, zugesetzt. Im allgemeinen zeigte sich, daB die langsame 
Oxydation und entsprechend lange hingezogene Destillation besonders mit 
diinnen Lésungen zur Verschlechterung der Resultate fiihrt. Bei 0,1°%iger 
K,Cr, 0, wurden schlieBlich unterhalb 50% der vorgelegten Menge erhalten. 

2. Vielfach findet sich die Empfehlung, statt mit Luft mit Stickstoff 
zu durchperlen. Wir glaubten auch voriibergehend eine bessere Ausbeute 


1 Shipley u. Long, Biochem. J. 32, 2, 2242, 1938. 
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mit Stickstoff zu erhalten. Bei systematischer Untersuchung erwies sic! 
der beobachtete Effekt jedoch als nicht vorhanden. Die verwandte Luft 
leiteten wir immer durch Wasser und H,SQO,, ohne zu priifen, ob da 
notwendig ist. 

3. Variation der Sduremenge. Durch Verminderung der H.S0O, 
kann man eine Abnahme des Oxydationspotentials erreichen!. Ent 
spricht die Aciditaét n/l, dann werden die Resultate schlechter, wi: 
folgender Versuch zeigt: 

Vorgelegt 116 y $-Oxybuttersiure; von dem Reaktionsgemiseh vor 
11 cem werden in 

13 Minuten 5,2 ccm destilliert mit 26 > 
Ores weitere 3,2 ccm » 40y 


zusammen 66 3 


Die zweite Fraktion enthalt mehr als die erste. Die Reaktion bei 
dieser Aciditat ist zu langsam. Erst wenn durch Abdampfen von 5,2 ccm 
die Aciditat steigt, gelangt man zur weiteren Oxydation vorher nicht 
angegriffener $-Oxybuttersiure. Die Destillation fiihrt nicht zu dieser 
Verzogerung. Wir haben eine ganze Reihe dieser Versuche ausgefiihrt 
und miissen vor allen Dingen die Streuung der Resultate hervorheben 
Wird die Konzentration auf 5-n H,SO, gesteigert, dann wird fast alles 
in der ersten Fraktion gefunden. Bei noch stairkeren Konzentrationen 
werden die absoluten Ausbeuten schlechter. 

In diesen Versuchen konnten wir uns von der Bedeutung der 
Aciditét nach jeder Richtung tiberzeugen. Um die Aciditat genauer 
festzulegen, gingen wir zur Verwendung schwacher Sauren tiber, und zwa: 
Phosphorsaure und NaHSO,. Mit beiden kamen wir zu Resultaten 
die einen Fortschritt bedeuten. Wir beziehen uns hier vor allem aut 
NaHSQ,, weil uns diese Verbindung in ausreichender Menge zur Ve1 
fiigung stand. Die Schwefelsdure dissoziiert in der zweiten Dissoziations 
stufe folgendermaBen?: 

[H"} -(SO4] _ 
[HS0;] 

Wir lésten bei unseren Vorversuchen 400 g trockenes NaH SO, in 
200 com Wasser®. 

Versuch 44. 116 y B-Oxybuttersiure in lecem + 5cem gesiattigte- 
NaHS0O, (wie oben) + 5cem Aqua dest., zusammen Il cem. Bei Sieden 
werden | bis 2 Tropfen 10 %ige K,Cr,O, zugesetzt und 4,2 cem abdestilliert 


~~. 


1 Zit. nach O. Kichler in Heffter-Heubners Handb. f. exper. Pharm 
Bd. LV, 3, S. 1507. — ? Beck u. Stegmiiller, Arb. Kaiserl. Gesundheitsamt 
34, 446, 1910. — * Bei niederer Zimmertemperatur kristallisiert mancl 
mal etwas Salz aus. Dieses Salz besteht nicht mehr aus NaH SO,, sondern 
aus Na,SO, + Aq. Daher darf man bei Verbrauch der Lésung zuletz' 
nicht versuchen, die Kristalle aus Griinden der Okonomie durch Wasse1 
zusatz in Lésung zu bringen. Die Lésung dndert ihre Aciditat und di 
Werte werden sofort schlechter. 
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Ks finden sich im Destillat 5 », die Destillation wird fortgesetzt. In weiteren 
4eem gehen 78 y Aceton iiber. 

Versuch 46. 116» fB-Oxybutterséiure in lcem + 10 cem gesattigtes 
NaHSO,, zusammen Ill ccm. Bei Sieden wurden einige Tropfen 10° jige 
K,Cr,O, zugesetzt. Im ersten Destillat von 5,4ccem fanden sich 95>, in 
weiteren 2,7 cem nur noch 3+ £-Oxybutterséure. 

Lassen sich diese Resultate mit Anderungen der Aciditat erklaren / 
Offenbar wird hier bei einer Pufferlésung weniger die Aciditat a!s 
zugleich die Siedetemperatur der Lésung geaindert (104 bis 105° Anfangs- 
temperatur). Zugleich wird die Destillation des gebildeten Acetons 
beschleunigt, wie folgende Versuche zeigen: 

Versuch 107. 50» vorgelegtes Aceton in 1 cem + 5ccem Aqua dest., 
also 6 cem zusammen, werden destilliert. In 2 cem finden sich bei Destillation 
von 5 Minuten 44 y Aceton. 

Versuch 110. 50 » Aceton in 1 cem Aqua dest. + 5 cem konz. NaH SQ,. 
In 1,3.ccem, die in 3 Minuten iiberdestilliert werden, finden sich bereits die 
gesamten 50 y wieder. 


Durch die hohe Konzentration der Lésung wird also nicht nur die 

j ; rw 2 25) . » > s »} , “4 » 7 . « : 

2 n t : 

Oxydation der /-Oxybuttersiure schonend erreicht, sondern auch das 
gebildete Aceton umgehend aus dem ReaktionsgefaiB entfernt. 


Nach van Slyke versucht man dasselbe, indem man das gebildete 
Aceton sofort durch sein Hg-Reagens niederschlaigt. Aber damit entfernt 
man nur einen Teil des Acetons aus der Lésung, da eine gewisse Dissoziation 
des Hg-Komplexes jederzeit anzunehmen ist. Daher wird die Ausbeute 
auch nicht verbessert. 

Die von uns erhaltenen Resultate geben wir in der folgenden 
Tabelle wieder. Ein Teil der Werte wurden in einer gréBeren Apparatur 
als der Abb. 2 entspricht erhalten. Zu den kleineren Ausmaben gingen 
wir tiber, um mit geringen Fliissigkeitsmengen auszukommen. Die 
Werte sollen auch einen Eindruck von den Schwankungen vermitteln. 
Dabei haben wir auch Zahlen, die vor vélliger Einitibung der Methode 
erhalten wurden, mit verwertet. Man kann die Schwankungen also 
kleiner gestalten: 





Durch- 
schnitt 


Lic 9a Gefunden 
ny 


174 F 138 ) 135 140 136 137 
95 102 95 98 98 
74 74 75 76 75,3 
48 5 48 48 52 
52 5 53,5 49 49 50.0 
54 53 53 48 ¢ 
42 42,3 
37,5 36,8 
27 26,4 
18 17,5 7 17,5 
14 15 14,0 

7,6 7,5 9,0 8.0 
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Aus den Werten ist zu entnehmen, da bei groben vorgelegter 
Mengen Verluste auftreten und bei den kleinen Mengen anscheinend 
fast alles gefunden wird. Die hohen Werte sind dadurch veranlaBt, dat) 
ein Leerwert bis 1,5 allein auf die Acetonbestimmung entfallen kann 
Ks sind auch nur immer einzelne Werte bei den beiden letzten Reihen 
die die Héhe der Analyse bedingen. Im allgemeinen finden wir 85 bis 
90° der vorgelegten Mengen wieder. Auch von anderen Autoren 
werden gelegentlich Ausbeuten bis fast 80° berichtet, so daB dic 
Weiteroxydation nicht zwangslaufig durch besondere raumchemisc) 
zu verstehende Vorginge bedingt ist. Jedoch sind diese hohen Werte 
nur gelegentlich aufgetreten, hier aber gut zu reproduzieren. 

Weitere Versuche wurden noch mit Zugsatz von 1 mg Glucose zu 
5cem NaHSQO, angestellt. Diese Menge wird in etwa lccem Blut 
gefunden. Die Reduktion von 2 Tropfen 10° (igen Bichromats begann 
nach Destillation von 3ccm bei gleichzeitiger Steigerung der Tem- 
peratur des Reaktionsgemisches. Dann wurden noch weitere Tropfen 
zugesetzt, so daB eine deutlich helle Farbe erhalten blieb. In der Vorlage 
fanden sich etwa 0, 1, 1,5y Aceton, also etwa ebensoviel, wie wir schon 
als Leerwert der Reagentien zu erwarten haben. Wurde /-Oxybutter- 
siiure zugleich mit derselben Menge Glucose analysiert, dann war dic 
Ausbeute wie auf der Tabelle. An sich wire also die Entfernung der 
Glucose mit Kupfer-Kalk nicht unbedingt notwendig, wenn nur dic 
Glucose allein als Ursache einer Stérung in Betracht zu ziehen wire. 
Wir haben nun Versuche im Blute ausgefiihrt und fanden nach Kupfer 
Kalkfallung geringere Werte. Demnach miissen andere interferierende 
Substanzen auBer der Glucose entfernt worden sein. 

Wichtig ist die Frage, wie man die dicke Fallung von Cu(OH). usw. 
entfernt. Um einen méglichst groBen aliquoten Teil zu erhalten, ist 
Zentrifugieren notwendig. Dabei erwairmt sich das GeféB, und gleich 
zeitig durch den Luftzug geht das fliichtige Aceton (nicht Acetessigsaure 
und /-Oxybuttersaéure) in deutlicher Menge verloren, und zwar um so 
mehr, je linger zentrifugiert wurde. Diesen Verlust (der glatt 50° 
erreichen kann) kann man leicht durch einen gut passenden Korken 
vermeiden. 

Nach der Kupfer-Kalkfallung tritt auf Zusatz von NaH SO, ein weiBer 
Niederschlag von CaSO, auf. Der Niederschlag stért die Freisetzung des 
Acetons und die Ausbeute der 8-Oxybutterséure nicht, wie wir uns an zahl- 
reichen Kontrollen iiberzeugen konnten. 

Fiir die Bestimmung in Blut oder Gewebsextrakt mubBb man zuerst 
Kiweib fallen, am besten mit einer Methode, bei der eine még!ichst 
geringe Verdiinnung notwendig ist [Metaphosphorsaure, Fe (OH), usw. |. 
Im aliquoten Teil nimmt man die Fallung mit CuSO, (20%) und 


+ 


10 %iger Suspension von Ca(OH), vor. Nach gutem Verstopfen wird 
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zentrifugiert und wiederum der aliquote Teil entnommen Man entnimmt 
etwa 10 ccm und setzt jetzt vor der Destillation von Acetessigsaiure 
+ Aceton, um die Fliissigkeit nicht unnétig zu vermehren, 7 bis 8 g 
trockenes NaHS O, zu (weithalsiger Trichter, damit der Schliff Sauber 
bleibt), beginnt zu erhitzen, beim Sieden — wie oben angegeben 
beginnt die Durchliiftung. In 6 bis 10 Minuten werden 3 bis 4 ccm 
destilliert, dann die Vorlage gewechselt und einige Tropfen 10° ige 
K,Cr,0O, aus der Biirette (s. Abb. 2) zugesetzt und in etwa 10 Minuten 
weitere 3,5ccem abdestilliert. Eine Verfarbung nach griin findet nicht 
statt, eventuell werden weitere Bichromattropfen zugefiigt. Die Aceton- 
bestimmung erfolgt wie oben angegeben. Auf der Eichkurve sind die 
Werte in Aceton angegeben. Um /-Oxybutterséiure zu erhalten, sind 
entsprechende Multiplikationen vorzunehmen. 

Es steht frei, eine Acetonfallung nach Weichselhaum und Selye! zur 
Reinigung dazwischenzuschalten und die Bestimmung jodometrisch 
durchzufiihren. 

Auf einen gelegentlich anscheinend nicht beachteten Fehler sei hier 
hingewiesen. Die Jodierung erfolgt mit einer alkalisch gemachten Jod- 
lésung. Es bildet sich dabei Hypojodid. Dieses setzt sich nach einiger 
Zeit um: 

30J’ > JO, +29". 

Mit Jodat laBt sich nicht mehr jodieren. Wenn die Lésung nicht erst kurz 
vor der Destillation gemischt wird, kann in verschiedenem Grade die obige 
Umsetzung erfolgen. Aus dieser Beobachtung heraus kommt es wohl zu 
Hinweisen in der Literatur, daB ein gréBerer UberschuB von Jod iiber 
die erwartete Acetonmenge vorhanden sein miisse. Wir haben die Jod- 
lésung erst wahrend der Jodoformbildung zutropfen lassen und fanden 
praktisch quantitativen Umsatz, 


Zusammenfassung, 


Es werden Versuche zu einer Modifikation der Bestimmung der 
Acetonkérper und zur Vermeidung von Fehlerquellen mitgeteilt. Die 
Acetonbestimmung erfolgte mit dem photoelektrischen Kolorimeter 
nach Havemann. Durch Zusatz gréBerer Mengen von NaHSO, wird 
die Ausbeute von /-Oxybuttersiure auf 85 bis 90°, gesteigert. Werte 
von 10 y f-Oxybuttersiure kénnen bestimmt werden. Am besten sind 
die Resultate im Bereich von 20 bis 40 y in der Analyse. 


17T. E. Weichselbaum u. M. Somogyi, J. of biol. Chem. 140, 5, 1941; 
zit. nach Rona, 129, 282. 


Biochemische Zeitschrift Band 314. 














Die Einwirkung von Salicylsiiure 
auf monomolekulare Lipoidschichten. 
Von 
Stig Sjolin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Upsala, Schweden.) 
(Eingegangen am 5. Oktober 1942.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Obgleich die Wirkung verschiedener Substanzen auf die Lipoide 
der Zellmembranen oft besprochen worden ist, sind nur wenige Stoffe in 
dieser Hinsicht experimentell untersucht worden. Gelegentlich einer 
Untersuchung tiber die Penetrationsgeschwindigkeit durch eine Benzol- 
Wasser-Grenzflache (1) wurde eine eigenartige Beeinflussung eines in 
der Grenzfliche befindlichen Lecithinfilms nach Zusatz von Salicy!saure 
zur Wasserphase beobachtet. Entgegen allen Erwartungen bewirkte 
die an und fiir sich mabig oberflachenspannungssenkende Salicylsaiure 
eine betrichtliche Steigerung der Grenzflachenspannung, der Druck 
des Films nahm ab. Da dieses, als wechse!seitige Beeinflussung von 
Salicylsiure und Lecithin gedeutete Phinomen groBes prinzipielles bio- 
logisches Interesse besitzt und da ahnliche Effekte, soweit mir bekannt, 
in der Literatur friiher nicht beschrieben’ worden sind, erschien eine 
nihere Erforschung des Effektes geboten. Weiterhin war auch eine 
Ausdehnung der Untersuchung auf andere, salicylsiureadhnliche Stoffe 
und auch auf andere Grenzflachenfilme wiinschenswert. 


Methodik. 


Die Versuchsanordnung geht aus Abb. 1 hervor. Das Benzolvolumen 
war 250 cem und das Volumen des Wassers + der injizierten Lésung (Salicy! 
Aga” siure usw.) betrug  insgesamt 

Glastunnel —" au Nouy-Tensiometer 600 cem. Diese Volumina waren 
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ie | aus experimentaltechnischen Griin- 

Be {| | den gewahlt. Die Oberflache der 

PS oh EY temo salieieiitee bial Phasengrenze war 274qem. Zu 
pangrels So ie ng : , Vermeidung einer Verunreinigung 
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Lécher erméglichten Injektion von 
Filmsubstanz und von _ Salicyl- 
siure, Messung der Grenzflachenspannung und Temperaturkontrolle. Vor 
der Anwendung wurden GlasgefaBe, Platinring usw. sorgfaltig mit Bi- 
chromat-Schwefelsaure und mit destilliertem Wasser gereinigt. Der Platin- 


Abb. 1. Versuchsanordnung. 
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ring wurde auBerdem in der Gasflamme zum Gliihen erhitzt. Die Mono- 
schicht (Lecithin oder Kephalin in 60%igem Isopropylalkohol sowie 
Gliadin, in wiasserigem 60% igem Athylalkohol gelést) wurde mittels einer 
Agia‘ Mikrometerspritze in die Phasengrenze Benzol-Wasser injiziert. 
Die Grenzflachenspannung wurde mit der Ringmethode mittels eines 
du Noiiy-Tensiometers (Central Scientific Co.) gemessen. Die MeBmethode 
und das Verfahren zur Filmspreizung mittels ,,Agla‘‘ sind ausfiihrlich 
von Alexander und Teorell (2) beschrieben. Bei maBigem Umriihren wurde 
dann in die wisserige Phase der Stoff (Salicylsiure und verwandte Sub- 
stanzen) injiziert, dessen eventuelle Wirkung auf den Grenzflichenfilm 
untersucht werden sollte. Diese Injektion erfolgte mit einer Pipette und 
durch den Glastunnel, wodurch mechanische St6rungen der Homogenitat 
des Films vermieden wurden. Die erste Messung der Grenzflichen- 
spannung erfolgte 3 Minuten nach dem Beginn der Injektion. Der Druck 
wurde dann alle 5 Minuten gemessen, bis sich konstante Werte einstellten. 
Wahrend der Messungen wurde der Riihrer abgestellt. Die Temperatur 
wurde kontrolliert. und bei allen Versuchen bei 19° + 2°C gehalten. 


Ergebnisse. 
Lecithinfilm — Salicylsdureinjektion. 
Bei Versuchen mit einer nicht filmbelegten Benzol-Wasser-Grenz- 


flache wird die in Wasser geléste Salicylsiéure an die Grenzflaiche adsor- 
biert und es tritt eine mit der Konzentration schwankende Abnahme 
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Abb. 2. Variation der Grenzfliichenspannung eines Benzol-Wassersystems nach Zusatz von 
Salicylsiure zur wisserigen Phase (1), sowie nach Spreizung einer Lecithinmonoschicht in 
der Grenzfliiche und nachfolgendem Zusatz von Salicylsiiure (2), Benzoesiure (3), Brenz- 
eatechin (4) und m-Oxybenzoesiiure (5) zur wasserigen Phase. Die Konzentration der 
zugesetzten Substanzen betrigt in allen Fillen 4,5 Millimol pro Liter. 
der Grenzflichenspannung (jy) um einige wenige Dyn/cm ein [ Abb. 2 (1)}. 
Bei einer Wasser-Luft-Grenzflache mit und ohne Lecithinfilm ist das 
gleiche Verhalten zu beobachten. Bei einer mit Lecithin versehenen 
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Benzol- Wasser-Grenzflache tritt jedoch auf Salicylsdureinjektion momentan 
eine Zunahme der Grenzflachenspannung auf und nach 40 bis 60 Minuten 
erreicht der Druck eine maximale und stabile Gleichgewichtslage, die 
zwischen den Drucken bei filmfreier und bei lecithinbelegter Grenzflache 
liegt [Abb. 2 (2)]. Dementsprechend zeigt ein mit Salicylsiure ge- 

saittigtes Benzol-Wasser- 





30 - 
dyn/om, System fiir Lecithin 


eine Druck- Area (F— A).- 
Kurve [Abb. 3 (2)], die 
betrachtlich von der 
F—A-Kurve in einer 
reinen Benzol -Wasser- 
Grenzflache abweicht 
[Abb, 3 (1)]. Der reine 
Lecithinfilmergibt einen 


a. Maximaldruck von 
ee 29 Dyn/cm bei einer 
j _—_ oe . » 
| ——[—=—_—_—_—; Molekiilarea von 64 A2. 
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Abb. 3. Druck-Area-Kurve fiir Lecithin in einer 





Benzol -Wasser - Grenzfliche (1), in einem salicylsiure- 

gesiittigten Benzol -Wassersystem (2) und bei wieder- 

holtem Lecithinzusatz nach Erreichen des ersten 
, Salicylsiiureeffektes** (3). 


Filmdruck bei gleicher 
Lecithinmenge nur 6 bis 
7 Dyn/cm betragt. 








Bedingungsstudien. 

Zur naheren Klarung des ,,Salicylsiureeffektes‘‘ wurden gewisse 
Bedingungsstudien ausgefiihrt. 

a) Mechanische Faktoren. Eine rein mechanische filmstérende 
Wirkung als Ursache des _ ,,Salicylsiureeffektes‘‘ konnte sofort aus. 
geschlossen werden, da die Injektion von destilliertem Wasser unter 
im wbrigen analogen Versuchsbedingnngen die Lecithinmonoschicht 
unbeeinfluBt lieB und die Grenzflachenspannung konstant erhielt. 
Ein vollstandig ungestorter Lecithinfilm blieb im allgemeinen wenigstens 
20 Stunden stabil. 

b) Temperaturdnderungen im Betrage von 3 bis 4° C zeigten keinen 
EinfluB. 

¢) pu-Verainderung. Die Variation des py der Wasserphase lieferte 


den wichtigen AufschluB, daB der ,,Salicylsiureeffekt‘‘ bei alkalischer 


Reaktion vollig ausbleibt, um bei einem px von 5 bis 6 aufzutreten und 
mit zunehmendem Aciditatsgrad an Starke zuzunehmen (Abb. 4). Dali 
es sich jedoch nicht ausschlieBlich um einen py-Effekt handelt, geht 
daraus hervor, daB der Druck des Lecithinfilms in einem Benzol-Wasser- 


System ohne Salicylsiure durch kontinuierliche Veranderung der 
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Reaktion des Substrats [in diesem Falle mittels des Universalpuffers 
von Teorell und Stenhagen (3)| nicht beeinfluBt wird. Bei einem Aus- 
gangsdruck von 10 Dyn/em und bei sukzessiver Alkalisierung halt sich 
die Grenzflachenspannung bis py 7 konstant, danach tritt eine Abnahme 
ein. Bei py 10 betragt 
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ziationskurve der Sali- : 
Abb. 4. Abhiingigkeit des ,,Salicylsiureeffektes*’ vom PH- 


cylsaure { Abb. 4 (1)| Einsatz. (1) Dissoziationskurve der Salicylsiiure. Ordi- 
und die Kurve iiber nate: % undissoziierte Salicylsiure, Abszisse: pu. (2) Ab- 
gy i . hangigkeit des ,,Salicylsiureeffektes** vom pu. Die Ordi- 

s i . 
Abhangigkeit des , Sali- nate gibt die erreichte Grenzflichenspannung nach In- 


jektion von 4,5 Millimol Salicylsiiure pro Liter bei vari- 
A ierendem pR an und die Abszisse die entsprechende 
PC undiss. ( 4 i. log der Salicylsiurekonzentration in PC undiss. 
undiss. Salicylsaure) 

[Abb. 4 (2)].  Beiden weiteren Versuchen wurde zur Erzielung méglichst 
groBer Effekte saures Substrat (n/100 Salzsiure) gewahlt. 

d) Der , Salicylsdureeffekt‘ ist reversibel. In einem Benzol-Wasser- 
System mit Lecithin und Salicy!siure, das Gleichgewicht erreicht 
hat, fiihrt Alkalisierung des Substrats durch Zusatz von Natronlauge 
die Grenzflachenspannung auf den urspriinglichen Wert des reinen 
Lecithinfilms zuriick. Die Konzentration der undissoziierten Salicyl- 
sdure nimmt offenbar infolge der Dissoziation ab und die Aktivitat 
verschwindet. Eine Erniedrigung der Salicylsiurekonzentration des 
Substrats auf 1/; des vorigen Wertes durch Verdiinnung mit n/100 Salz- 
siure fiihrte gleichfalls zu einer Senkung der Grenzflachenspannung 
auf 3 Dyn/em. Offenbar ist der ,,Salicylsiureeffekt* reversibel. 

e) Variation der Salicylsdurekonzentration. Eine nahere Unter- 
suchung der Bedeutung der Salicylsiuremenge fiir den Enddruck beim 
, Salicylsdureeffekt‘‘ ist in Abb. 5 wiedergegeben. Die Substratkonzen- 
tration ist dabei in Millimol pro Liter angegeben, der Druck in Dyn /cm. 


cylsiureeffektes‘* von 
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8. Sjélin: 


Bis zu einer gewissen Konzentration (4 bis 5 Millimol /Liter) nimmt sowoh| 
die Reaktionsgeschwindigkeit als auch der Enddruck zu, weitere Er. 
hoéhung der Konzentration verstarkt den Effekt nicht mehr. 
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Abb. 5. Abhingigkeit des ,,Salicylsiureeffektes** von 

der Salicylsiiurekonzentration. 
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Abb. 6. 


Abhingigkeit des ,,Salicylsiureeffektes*‘ von 


der Lecithinmenge, d.h. vom Anfangsdruck. 


f) Variation der Le- 
cithinkonzentration. Die 
Variation der Lecithin. 
menge, d.h. des Aus. 
gangsdruckes, beeinfluBte 
die untersuchte Reaktion 
in der aus Abb. 6 zu er- 
sehenden Weise. Eine 
Tendenz zur Sammlung 
der Enddrucke um einen 
bestimmten Wert _ ist 
wahrzunehmen. 

g) Wiederholter Le. 
cithinzusatz. Erneuter Zu- 
satz von Lecithin nach 
dem Eintreten des ,,Sali- 
cylsdureeffektes‘‘unddem 
Erreichen des Gleich- 
gewichts fiihrt zu einer 
Abnahme der Grenz- 
flachenspannung. Die Ab- 
nahme geht weiter, bis 
entweder die  Grenz- 
flachenspannung den 
Wert 0 erreicht hat oder 
die Injektion aufhért. Im 
zweiten Falle tritt sofort 
eine Zunahme der Grenz- 
flachenspannung im gro- 
Ben und ganzen nach der 
gleichen Kurve wie nach 
dem  Salicylséurezusatz 
auf. Doch stellt sich jetzt 
der Enddruck auf einen 


niedrigereri Wert ein. Wird die Lecithininjektion wiederholt, so ver- 
halt sich die Grenzflachenspannung wiederum in der gleichen Weise 


[Abb. 3 (3)]. 


h) Zusatz der Salicylséure zur Benzolphase. 


benzolischen Lésung von Salicylséure in die Benzolphase eines Benzol- 


Salzsiure-Systems mit Lecithin in der Phasengrenze wurde ein typischer 
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., Salicylsdureeffekt** erhalten. Die Kurven hatten prinzipiell die gleichie 
Form wie nach der Salicyisaurezufuhr in die Salzsiurephase [Abb. 2 (2)] 
und eine merkliche Abweichung im Zeitverlauf des Phanomens wurde 
nicht wahrgenommen, wenn die Salicylsaurekonzentration in beiden 
Fallen ungefahr gleich war. Eine quantitativ richtige und einwandfreie 
Vergleichsgrundlage zur Beurteilung des ,,Salicylsiureeffektes* bei 
Injektion in Salzsiure-Substrat odet in Benzol laBt sich kaum ge- 
winnen. Die Volumina, Léslichkeits- und Diffusionsverhaltnisse sind 
verschieden und komplizieren die Zusammenhange. 


i) Gleichzeitiger Zusatz der Salicylsdure zum Benzol und zur Salzsiure. 
Gleichzeitiger Zusatz der maximal wirksamen Dosis Salicylséure auf 
beiden Wegen und in solehem Mengenverhaltnis, daB von Anfang an 
Lésungsgleichgewicht bestand, ergab keine sichere Erhéhung der 
Reaktionsgeschwindigkeit. 


k) Zusatz von Salicylsdure zur Benzolphase bei alkalischer Reaktion. 
Wurde dagegen die Salicylsiure-Benzollésung zur Benzolphase eines 
Systems mit alkalischem Substrat zugesetzt, wurde eine interessante 
Wirkung auf den Lecithinfilm beobachtet. Der Druck stieg unmittelbar 
maBig an, um dann ziemlich bald wieder abzufallen. Es trat also ein 
schwacher, aber nur voriibergehender , Salicylsaureeffekt** auf. Anfangs 
liegt offenbar undissoziierte, wirksame Salicylsaure in der Benzolphase 
und der Grenzfliche vor, sie diffundiert aber relativ schnell in das 
alkalische Milieu des Substrats und geht in die dissoziierte, unwirk- 
same Form iiber, worauf die Grenzflichenspannung parallel dazu ab- 
sinkt. Unter der Voraussetzung, daB das Substrat eine geniigende 
Menge Base enthalt, wird also schlieBlich die gesamte Salicylsaure sich 
in dissoziierter Form dort vorfinden. Die Grenzflichenspannung ist 
dann auf den urspriingiichen Wert des reinen Lecithinfilms zuriick- 
gesunken. 

Lecithinfilm — salicylsduredhnliche Stoffe. 

Mit der gleichen Methode wie bei der Untersuchung des ,,Salicy]- 
siureeffektes‘‘ wurde die Wirkung salicylsiureaihnlicher Stoffe auf 
Lecithinfilme in Benzol-Salzsiure-Grenzfliche in mehreren Versuchen 
gepriift. Hinsichtlich der Wirkung auf den Lecithinfilm konnten drei 
Substanzgruppen unterschieden werden: 

1. Stoffe mit maBigem ,,Salicylsdureeffekt**, 

2. Stoffe ohne jede Wirkung, 

3. Stoffe mit entgegengesetzter Wirkung. 


Keine andere Substanz hat einen der Salicylsaurewirkung quanti- 
tativ vergleichbaren Effekt. Benzoeséure, Acetylsalicylsaure, Brenz- 
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catechin, Phenol, o-Kresol und o-Kresotinsdéure beeinfluBten den 
Film in prinzipiell gleichartiger Weise wie die Salicylsiure, aber die 
Reaktionsgeschwindigkeit und der Enddruck waren bei gleicher Kon- 
zentration und im tibrigen gleichen Bedingungen betrachtlich niedriger 
(Abb. 2 (3) (4) und 7]. 

Vollstandig unwirksam waren eine Reihe von konstitutionell der 
Salicylséure und den erwahnten mabig wirksamen Stoffen nahestehende 
Substanzen (Abb. 7). 

Der genau entgegengesetzte Effekt, namlich eine Abnahme der 
bereits durch das Lecithin erniedrigten Grenzflachenspannung wurde 
durch die folgenden drei Substanzen hervorgerufen: Hydrochinon, 


m-Oxybenzoeséure und Gentisinsiure [Abb. 2 (5) und 7]. 


Andere Filmsubstanzen + Salicylsdureinjektion. 

Da Grenzflichenfilme von anderen untersuchten Substanzen als 
Lecithin sich nur schwer wahrend geniigend langer Zeit stabil erhalten 
lassen, haben die Versuche mit Salicylsdureeinwirkung auf andere Filme 
nicht so viel Ergebnisse geliefert. Cholesterin, Octadecylamin, Natrium- 
cetylsulfat und Natriumoctadecylsulfat verblieben nicht in der Grenz- 
flachenschicht. Nur Gliadin und Kephalin konnten untersucht werden, 
doch lieB sich eine deutliche, mit dem ,,Salicylsdureeffekt‘* bei Lecithin 
vergleichbare Beeinflussung dieser Filme durch Salicylsaure nicht er- 
reichen. 

Diskussion, 


a) Der beschriebene, erstaunlich spezifische ,,Salicylsdureeffekt*‘ 
bei einem Lecithinfilm !4Bt sich méglicherweise durch vollstandiges 
oder partiales WegstoBen des Lecithins aus der Grenzflaiche unter 
gleichzeitigem Eintritt von Salicylsiure erklaren. Doch scheint eine 
solche Betrachtungsweise im Widerspruch zur Gibbsschen Phasenregel 
zu stehen, nach welcher der oberflachenaktivste Stoff an die Oberflache 
angelagert wird. Eine Verdrangung der bereits in der Grenzflache 
befindlichen, duBerst stabilen Lecithinmonoschicht durch die wenig 
oberflachenaktive Salicylsiure erscheint daher weniger glaublich. Die 
Anwendung der Gibbsschen Regel auf das hier vorliegende System ist 
jedoch etwas unsicher und wird dadurch erschwert, da die Regel die 
Konkurrenz von nur zwei Stoffen um die Oberfliche und das Nicht- 
bestehen einer Verbindung zwischen diesen voraussetzt. Wenn wie hier 
drei Substanzen vorliegen (Substrat, Salicylsiure und Lecithin), sind 
die Verhaltnisse viel komplizierter und die Theorien unklar. In diesem 
Falle scheint auch eine strikte Anwendung der Gibbsschen Satze nicht 
moéglich zu sein, da mehrere experimentelle Beobachtungen dafiir 
sprechen, daf eine Verb'ndung von Salicylséure mit Lecithin gebildet 
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wird, entweder eine chemische Verbindung oder eine Verbindung 
weniger fester Natur. Die oben vorgebrachte Erklarung des .,Salicy!- 
sdureeffektes** als einer Lecithinverdrangung ist daher aufzugeben. 

b) Die einfachste und natiirlichste Hrkldrung des ,.Salicylsdure- 
effektes** ist die Annahme einer in der Grenzfliche verbleibenden kom plexen 
Molekiilverbindung von Salicylsdure mit Lecithin. DaB wirklich eine 
Komplexverbindung mit véllig neuen Eigenschaften gebildet wird, 
zeigt der Versuch mit wiederholten Lecithininjektionen und die dabei 
erhaltene, von der des Lecithins betrachtlich abweichende F—A-Kurve 
[Abb. 3 (3)]. Der Film ist wahrscheinlich auch weiterhin gasférmig, 
aber betrachtlich stiérker komprimierbar, das Molekiilareal ist 16,5 A? 
bei einem Filmdruck von 23,8 Dyn/cm gegeniiber 64 A2 beim reinen 
Lecithinfilm bei maximaler Kompression und einem Druck von 29 Dyn 
pro cm. Das Molekiilareal von 16,5 A? ist erstaunlich klein, wenn man 
bedenkt, da8B die beiden in die Benzolphase hinausragenden Fettsaure- 
ketten des Lecithins eine Oberfliche von mindestens 2 - 18,5 A? ein- 
nehmen, und auch wenn man eine so starke Desorientierung des Lecit hin- 
molekii!s annimmt, daB nur eine Fettsiurekette hinausragt, ist das 
Molekiilareal doch unerklarlich klein. Vielleicht ist die Zahl in gewissem 
Ausma8 fiktiv dadurch, daB ein Teil des Lecithins oder des Komplexes 
aus der Oberfliche herausgedrangt worden ist, vermutlich hinauf in 
das Benzol. Eventuell kann es sich auch um Aggregatbildung handeln. 
Die Voraussetzung fiir die Komplexbildung ist, da& das Lecithin zum 
groBten Teil bei der Salicylsiureinjektion wirklich in der Grenzflache 
verbleibt. Die Reversibilitat des ,,Salicylsiureeffektes‘* bei Alkalisierung 
oder Verdiinnung beweist offenbar, daB dies der Fall ist. Der betracht- 
liche Spezifitaétsgrad der Reaktion, sowie die Tatsache, daB nur die 
undissoziierte Salicylsiure wirksam ist, spricht gleichfalls fiir irgendeine 
Form von interfazialer Wechselwirkung zwischen Salicylsdure und 
Lecithin. 

c) Auf Grund des undissoziierten Charakters der wirksamen 
Salicylsaure kann diese Wechselwirkung keine lonenwirkung sein, 
sondern der Komplex wird wahrscheinlich durch van der Waalssche 
Krafte zusammengehalten. Da hierbei der Cholinteil des Lecithins 
(Abb. 8) und die ,,Krebsklaue‘‘ oder innere Wasserstoffbindung der 
Salicylsiure (4) (Abb. 7) eine gewisse, wenn auch schwer deutbare 
Rolle spielen, diirfte kaum zu bestreiten sein, teils unter Beriicksichtigung 
des Nichtauftretens des ,,Salicylséureeffektes’’ beim Kephalinfilm, in 
welchem das Cholin des Lecithins bei im wbrigen gleichen Bau des 
Molekiils durch Colamin ersetzt ist (Abb. 8), teils unter Beriicksichtigung 
der Tatsache, daB nur diejenigen salicylsiuredhnlichen Verbindungen, 
bei welchen ein Ringwasserstoffatom durch eine Hydroxyl- oder Carb- 
oxylgruppe ersetzt ist, oder bei we'chen zwei in o-Ste!llung befindliche 
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Wasserstoffatome substituiert sind, einen Effekt aufweisen (Abb. 7). 
Die Versuche haben keine Entscheidung dariiber bringen kénnen, ob 
die Salicy'séure das Lecithin tiber dessen Wasser- oder Benzolteil 


R, Ry R, Ry 
| | | | 
CO CO CO CO 
| | | 
O O O O 
H H | 
H,C—C—CH, H,C -C-—CH, 
| | 
O O 
he p 
4 |} . || ‘ 
HO o 0 HO O O 
CH, OH CH, 
| / 
CH,-N CH,- NH, 
(C Hg). 
$-Lecithin. f-Kephalin. 


Abb. 8. Jedes Phosphatidmolekiil enthalt je eine gesittigte (Palmitin- 
siiure, Stearinsiure) und ungesiittigte (Olsiure, Linolsiure, Linolensiure, 
Arachidonsdure) Fettsiiure R,; und Ro. 


angreift. Das Ausbleiben des ,,Salicylsiureeffektes‘* bei Luft-Wasser- 
Filmen kénnte.eventuell auf einen Angriffspunkt im Benzolteil deuten, 
aber wahrscheinlich ist die Ursache hierfiir in der Verschiedenheit der 
Kraftfelder zu suchen, die das Lecithinmolekiil in Luft-Wasser- und in 
Wasser-Benzol-Grenzfliche umgeben. In der letztgenannten Phasen- 
grenze ist das Lecithinmolekiil vermutlich !oser gebunden und daher 
fiir das Salicylsiuremolekiil leichter zuganglich. Da die Salicylsaure 
in der Benzolphase als Doppelmolekiil vorliegt (4) (Abb. 7), laBt sich 
nicht als Beweis dafiir heranziehen, da8 sie am Benzolteil des Lecithin- 
molekii's angreift, da die gleichfalls wirksamen Stoffe Phenol, Hydro- 
chinon oder o-Kresol in Benzol keine Doppe!molekiile bilden. Injektion 
der Salicylsiure in die wasserige oder die Benzolphase hat keine so 
ausgepragten Unterschiede im Effekt ergeben, daB hieraus Schliisse 
auf den Angriffspunkt gezogen werden kénnen. 


d) Das Vorkommen von Komplexverbindungen der hier ange- 
deuteten Natur ist friiher bei einer Benzol-Wasser-Grenzflaiche nicht 
beschrieben worden. Dagegen ist eine solche molekulare Wechselwirkung 
fiir die Beeinflussung von Filmen an Wasser-Luft-Grenzflache verant- 
wortlich gemacht worden (5). Bei Injektion verschiedener Stoffe in 
das Wasser ist namlich in gewissen Fallen eine Veranderung des Aggre- 
gationszustandes der Filme, des Filmdrucks und des Oberflachen- 
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potentials beobachtet worden. Die Annahme einer ahnlichen mole- 
kularen Wechselwirkung und Filmpenetration bei einer Ol-Wasser- 
Grenzflache diirfte unter diesen Umstanden kaum unplausibel er- 
scheinen, wenn auch ein wichtiger Unterschied besteht. Bei samtlichen 
in der Literatur beschriebenen Fallen von Komplexbi'dung in Wasser- 
Luft-Grenzflachen sank namlich die Grenzflichenspannung und der 
neue Film wies einen gréBeren Druck auf, hier dagegen stieg die Grenz- 
fldchenspannung an und der Filmdruck nahm ab (Abb. 2 (2)]. Mit den 
Verhaltnissen an den Luft-Wasser-Filmen stimmen dagegen die Wir- 
kungen von m-Oxybenzoesdure, Hydrochinon und Gentisinsaure, die 
sogenannten entgegengesetzten Effekt, d.h. eine weitere Senkung der 
Grenzflachenspannung aufwiesen, tiberein [Abb. 2 (5)]. Auch dieser 
Effekt ist am besten durch die Annahme einer komplexen Molekiil- 
verbindung zu erkliren. Nahe verwandte Probleme sind schon, wenn 
auch in etwas anderer Form, von Schulman und Cockbain (6) behandelt 
worden, die die Bildung und die Stabilitaét molekularer Komplexe in 
einer Ol-Wasser-Emulsion untersucht haben. 

Eine endgiiltige Erklarung vermag die hier vorgebrachte Diskussion 
nicht zu geben. Sie bedeutet nur einen Versuch, die Zusammenhange 
anzudeuten. Doch scheint festzustehen, daB die Salicylsiure mit dem 
in der Phasengrenze verbleibenden Lecithin unter Bildung eines ober- 
flachenaktiven Molekiilkomplexes in Wechselwirkung tritt. 


e) Die nachgewiesene Affinitét der Salicylséure zu dem in den 
Zellmembranen des Tierkérpers enthaltenen Lecithin ist auch im 
Hinblick auf die bemerkenswerte Wirkung der Salicylsaure bei rheumati- 
schen Affektionen von Interesse. Es wird angenommen, da8 diese 
Wirkung vor allem auf einer Verminderung der schmerzhaften Exsuda- 
tion beruht. Die veranderten Permeabilitaétsverhaltnisse, welche dieser 
Exsudationsabnahme zugrunde liegen, kénnten méglicherweise ahnliche 
Phainomene wie die hier geschilderten zum Hintergrund haben. 


Zusammenfassung, 


Die Einwirkung von Salicylsdure auf einen in der Benzol-Wasser- 
rrenzflache befindlichen Lecithinfilm ist untersucht worden. Dabei 
wurde eine betrichtliche Steigerung der Grenzflachenspannung beobachtet. 


Die Reaktion hat sich als relativ spezifisch erwiesen. Nur eine 
geringe Anzahl salicylsdureahnlicher Stoffe geben ahnlichen Effekt, 
welcher jedoch durchwegs weniger ausgesprochen ist. 


Eine molekulare Wechselwirkung zwischen Salicylsaure und 
Lecithin unter Bildung eines Molekiilkomplexes wird als Ursache des 
Phainomens betrachtet. 
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Bemerkenswert ist, daB friihere Beispiele molekularer Wechsel- 
wirkungen an Oberflachen stets mit einer Senkung der Grenzflichen- 
spannung einhergingen, wahrend hier eine Steigerung eintritt. 


Der Zusammenhang des ,,Salicylsaureeffektes‘‘ mit der therapeuti- 


schen Wirkung der Salicylika wird angedeutet. 


Der Verfasser méchte Herrn Prof. G. Blix, der die Darstellung des 
Kephalins erméglichte und der auch die iibrigen untersuchten Substanzen 
freundlicherweise zur Verfiigung stellte, hier seinen besten Dank aussprechen. 


Literatur, 


1) S. Sjélin, Acta Physiol. Seand. 4, 365, 1942. — 2) A. FB. Alexander u. 
T. Teorell, Trans. Faraday Soc. 35, 727, 1939. 3) T. Teorell u. E. Sten- 
hagen, diese Zeitschr. 299, 416, 1938. — 4) L. Pauling, The Nature of the 
Chemical Bond, Cornell University Press, 1939, p. 288. — 5) J. H. Schulman, 
Annual Rep. of Chem. Soc. 36, 110, 1939. — 6) J. H. Schulman u. E.G. 
Cockbain, Trans. Faraday Soc. 36, 651, 1940. 














Isolierung und Kristallisation 
eines Giirungsfermentes aus Tumoren. 


Von 
Fritz Kubowitz und Paul Ott. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 3. November 1942.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die Methoden zur Isolierung von Garungsfermenten sind in den 
letzten Jahren so entwickelt worden, daB es méglich erschien, aus den 
kleinen Substanzmengen, die an histologisch reinen Tumorzellen zur 
Verfiigung stehen, Garungsfermente zu isolieren. Wir beschreiben in 
dieser Arbeit, die auf Anregung von Herrn Otto Warburg ausgefiihrt 
wurde, die [solierung und Kristallisation des reduzierenden Garungs- 





Abb. 1. Quecksilbersalz des Fermentproteins Abb. 2. Quecksilbersalz des Fermentproteins 
aus Tumoren (zwischen gekreuzten Nicolschen aus Muskeln (zwischen gekreuzten Nivolschen 
Prismen). 33fache VergréBerung. Prismen). 33fache VergréBerung. 


ferments aus Jensen-Sarkomen der Ratte, des Proteins, das die Reaktion 
bewirkt: Brenztraubensaure + Dihydro-Pyridinnucleotid = Milchsaure 
+ Pyridinnucleotid. 
Wir beschreiben ferner die Isolierung und Kristallisation des 
Ferments gleicher chemischer Wirkung aus Muskeln der Ratte. 
Beide Proteine sind als Quecksilbersalze aus ammonialkalischem 
Ammonsulfat, nach der Methode von O. Warburg und W. Christian’, 


1 Diese Zeitschr. 810, 405, 1942. 
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Isolierung und Kristallisation eines Girungsfermentes aus Tumoren. 9% 
kristallisiert worden. Die Kristalle sind einander so ahnlich, daB sie 
nicht zu unterscheiden sind (Abb. 1 und 2). 

Auch sonst haben wir keine Unterschiede, die die Fehlergrenzen 
der Methoden iiberschreiten, zwischen den beiden Proteinen gefunden. 
Besonders bemerkenswert scheint zu sein: 

1. daB die katalytischen Wirksamkeiten der beiden Proteine — bei 
allen Variationen der auBeren Bedingungen — zahlenmaBig gleich 
sind; z. B. betrigt der Molumsatz pro Minute und 100000 g bei 39° 
und py 7,4 fiir beide Proteine 73000. 

2. daB Antiferment, gegen das eine Protein erzeugt, auch das andere 
Protein hemmt, und zwar zahlenmaBig um den gleichen Betrag. 

Wenn auch durch diese Versuche nicht bewiesen ist, da die beiden 
Proteine identisch sind, so ist doch jedenfalls die Ubereinstimmung 
sehr weitgehend; weitgehender als z. B. zwischen den Hamoglobinen 
verschiedener Tiere oder zwischen Myoglobin und Hamoglobin desselben 
Tieres. 

Das fiir die Arbeiten notwendige Protamin (Salmiridin) erhielten 
wir von dem Nordisk-Insulin-Laboratorium, Gentofte, Danemark. Fiir 
diese sehr wesentliche Férderung unserer Arbeiten sprechen wir hiermit 
unseren Dank aus. 

Inhaltsiibersicht, 

I. Opti-cher Test. II. Isolierung des Fermentproteins aus Tumoren. 
ILI. Isolierung des Fermentproteins aus Muskeln. [V. Elementaranalysen. 
Absorptionsspektren. Drehung der Polarisationsebene. V. EinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Wirksamkeit. VI. EinfluB der 
Brenztraubensaéure- und Nucleotidkonzentration auf die Wirksamkeit. 
VII. Wirksamkeit. VIII. Gewinnung von |(+)- und d(—)-Milchsaure. 
IX. Riickreaktion. X. Gleichgewicht. XI. Zerst6rung. XII. Antiferment. 


I, Optischer Test. 

Unsere Testlésung enthailt Brenztraubensdure und Dihydro- 
Pyridinnucleotid. Setzt man zu dieser Lésung das Protein des redu- 
zierenden Garungsferments, so erfolgt die Reaktion!: 

Brenztraubensiure + Dihydro-Pyridinnucleotid 
= Milchséure + Pyridinnucleotid, 


die unter den Bedingungen des Testes vollstandig von links nach rechts 
verlauft. Es verschwindet also hydriertes Pyridinnucleotid und damit 
Lichtabsorption bei 2334my. Die Abnahme dieser Lichtabsorption 
pro Minute ist unser MaB fiir den Fermentgehalt der zu_ priifenden 
Lésungen. 


1 Diese Reaktion ist 1936 von O. Warburg u. W. Christian entdeckt 
worden. Diese Zeitschr. 286, 81, 1936. 
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Zusammensetzung der Testlésung. 


Die Testlésung wird aus Stammlésungen folgendermaBen zu. 
sammengesetzt : 
1,00 cem m/10 Phosphatpuffer, py 7,30 
1,37. ,, dest. Wasser 
0,10 ,, Dihydro-Pyridinnucleotidlésung = 0,45 mg Nucleotid 
0,03 ,,  m/10 brenztraubensaures Na 


2,50cem, px der Mischung ist 7,4 
oder 
1,00 cem m/10 Na-Pyrophosphat, px 8,30 
1,37 ,, dest. Wasser 
0,10 ,,  Dihydro-Pyridinnucleotidlésung = 0,45 mg Nucleotid 
0,03 ,, m/10 brenztraubensaures Na 


2,50 cem, px der Mischung ist 8,55, 


Pyrophosphat, py 8,55, hat gegeniiber Orthophosphat, py 7,4, den 
Nachteil, daB es unphysiologisch ist; aber den Vorzug, daB die Reaktions. 
geschwindigkeit bis zu einem Umsatz von etwa 80% des Nucleotids 
konstant bleibt, wahrend sie bei py 7,4 schneller abnimmt. Pyro- 
phosphat, pu 8,55, ist deshalb methodisch bequemer und ist bei den 
Ausarbeitungen der Isolierungsverfahren benutzt worden. Ortho- 
phosphat, pu 7,4, war der Puffer bei den Untersuchungen der Eigen- 
schaften der Proteine. 


Die Konzentrationen im Test waren dann: 
Phosphat oder Pyrophosphat: m/25 


i me 2,7 - 10-4 Mole/Liter 
Dihydro-Pyridinnucleotid: =; __ 2,7 + 10-7 Mole /cem 


: 1,2 - 10-3 Mole/Liter 
Brenztraubensaure : | =1,2- 10-* Mole/ecm 


Ausfiihrung des Testes. 

Die Testlésung wird in einen Quarztrog gefiillt, dessen Raum- 
inhalt 2,5 cem und dessen Schichtdicke etwa 0,5 em ist. Die Licht- 
schwiachung ig/t fiir die Wellenlinge 2334 my wird lichtelektrisch 
gemessen. — In tg/i ist proportional der Konzentration des hydrierten 
Pyridinnucleotids. 

Zur Zeit t = 0 Minuten werden etwa 0,02 cem der zu _ priifenden 
Proteinlésung zu der Testlésung gegeben. Die nun einsetzende Abnahme 
der Lichtschwachung wird in Intervallen von halben Minuten gemessen. 
2 Minuten MeBzeit geniigen im allgemeinen. 

a In ty i 


it ist proportional der Geschwindigkeit der Testreaktion. 
( 
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Beispiel. 


Tabelle I enthalt ein Beispiel, 


das in Abb. 3 graphisch dargestellt 


ist. Die Abbildung zeigt, daB die Anfangsgeschwindigkeiten proportional 
den Fermentkonzentrationen sind und da im weiteren Verlauf der 
Reaktion die Zeiten gleicher Umsatze des Dihydro-Pyridinnucleotids 
umgekehrt proportional den Proteinmengen sind. 


Aus dem Reaktionsverlauf geht hervor, daB das hydrierte Pyridin- 
nucleotid von dem Protein fester gebunden wird als das nicht hydrierte 

















Nucleotid. 
Tabelle I. 
20°, pu 7,4, 4334muy, Schichtdicke d = 0,574 em. 
1,95 y Protein 0,975 7 Protein 
Minuten = 0,78 7 Protein/ecm = 0,39 y Protein/eem 
— 4 In iii — 4 In ig/i 
0,5 0,850 0,425 
1 1,505 0,840 
1,5 1,885 1,195 
2 2,080 1,500 
2,5 2,170 1,700 
3 2,210 1,870 
4 — 2,040 
Berechnung. 44 > 
— d\n iy /i . as 
a rg der Ferment- 40 
wirkung proportional ist, so sind 48 
bei Vergleichsversuchen, z. B. bei 46 
Hemmungsversuchen, keine wei- 44 
teren Rechnungen notwendig. Auch a 
bei der Ausarbeitung des Isolie- & 
rungsverfahrens begniigt man sich ' tad 
_ dlni,/i oT 
im allgemeinen mit ag das 46 7 
durch die Proteinkonzentration G4 
dividiert, die relative, spezifische G2 
Wirkung des Proteins ergibt: ay 
0 F 2 3 7] 
ee d\int,/t 1 1 Mineken 
dt mg Protein d Abb. 3. Optischer Test. ip/i ist die Licht- 
cem schwichung fiir die Wellenliinge 4 334 mu, 


Man reinigt das Protein so- 
lange, bis W nicht mehr zunimmt, 


und rechnet erst dann in Mole Brenztraubensaure um. 


mit Hilfe der Formel: 
A lni,/t 


fiir eine Schichtdicke d 0,574 em. 20°. 


Py 7,4. 
Dies geschieht 


= B-c-d, 


worin § der Lichtabsorptionskoeffizient des hydrierten Pyridinnucleotids 
fiir die Wellenlange / 334 mu ist, ¢ die Konzentration des hydrierten Pyridin- 


nucleotids und d die Schichtdicke. 


Biochemische Zeitschrift Band 314. 
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A : _ | qem 
Py3, hat den Wert 1,45 - 107 Mol |" Ist also z. B. d = 0,5 em und jst 
— Alnt/i = 1 gefunden worden, so ist 
— Alnig/i 1 ,_- | Mole 
— Ac = ———__— = 1,38 - 10~’ |. 
: pd 1,45: 107 - 0,5 -cem . 


d. h. es sind 1,38 - 10-7 Mole Dihydro-Pyridinnucleotid in 1 cem Testlésung 
verschwunden und ebensoviel Mole Brenztraubenséure sind in 1 ccm Test- 
lésung zu Milchséure hydriert worden. 


Il. Isolierung des Fermentproteins aus Tumoren, 


Ausgangsmaterial sind Jensen-Sarkome von Ratten, die nach 
intraperitonealer Implantation kleiner Sarkomstiickchen in der Bauch- 
héhle wachsen. 

Solche Tumoren, von etwa 15 g Gewicht, werden von Bindegewebe 
und makroskopisch erkennbarem, nekrotischem Gewebe befreit. Die 
dann nahezu aus histologisch reinen Sarkomzellen bestehenden Tumoren 
kommen sofort auf Eis und kénnen, bei — 2 bis — 3° eingefroren, ohne 
daB ein Verlust an Fermentwirksamkeit auftritt, bis zu 6 Wochen auf- 
bewahrt werden. 

1. Schritt: Extraktion. 

1000 g gefrorene Tumorstiickchen (von 80 bis 100 Ratten) werden 
dreimal in einer gekiihlten Fleischmaschine zerkleinert und mit 7,5 Liter 
destilliertem Wasser von 0° wahrend 45 Minuten bei 0° intensiv verriihrt. 
Nach Zentrifugieren in gekiihlter Zentrifuge und Kollieren durch 
Miillergaze erhalt man 7,3 Liter rot gefarbten, nicht klaren Extrakt. 
dessen py zwischen 6,9 und 7,2 liegt. Er enthalt etwa 75° der mit 
Wasser extrahierbaren Fermentwirksamkeit; diese nimmt beim Stehen 
bei 0° in 24 Stunden etwa um 10° ab. Zur Messung im Test bei py 8,55 
benotigt man etwa 0,1 ccm. 


2. Schritt: Fdllung durch Ansduern. 

Zu 7,3 Liter Extrakt wird bei 0° soviel Essigsiure zugesetzt, bis 
das px zwischen 5,20 und 5,25 liegt; dazu sind 70 bis 80 cem einer m 2 
Essigsdurelésung erforderlich. Der dabei entstandene Niederschlag wird 
gekiihlt abzentrifugiert und mit dest. Wasser auf ein Volumen von 530 
bis 540 cem gebracht. Die dickfliissige Suspension, die etwa 90° der 
im Extrakt vorhandenen Fermentwirksamkeit ungelést enthalt, kann, 
ohne Verlust daran, etwa 1 Woche bei 0° aufbewahrt werden. 


3. Schritt: Eluieren mit Kochsalz. 


Setzt man zu der Suspension Kochsalzlésung, so geht die Ferment- 
wirksamkeit in Lésung. 
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Zu 535 ccm Suspension werden 31,5 cem einer | mol. Na Cl-Lésung 
zugesetzt. Diese Mischung wird je eine halbe Stunde bei Zimmer- 
temperatur und bei 0° (wahrend langsamer Riihrung) eluiert und darauf 
durch 11/,stiindiges Zentrifugieren bei 0° vom Niederschlag getrennt. 
Die obenstehende, klare, rotbraune Lésung (etwa 300 cem) enthalt 
50% der Fermentwirksamkeit der Suspension. Der Niederschlag wird 
mit 270cem m/17 NaCl-Lésung verriihrt und die Eluation und das 
Zentrifugieren wiederholt. Die vereinigten obenstehenden Lésungen 
(550 bis 600 ccm) enthalten etwa 75°) Fermentwirksamkeit von der 
Suspension. Haltbarkeit bei 0°: etwa 1 Tag ohne Verlust. Reinigung 
in bezug auf den Extrakt (durch Vergleich der Stickstoffgehalte): etwa 
achtfach. Gesamtausbeute: 60 bis 70%. 


4. Schritt: Fraktionierte Fdllung mit Nucleinsdure', 


Fallungsreagens: Hefe-Nucleinsiure (Praparat: Merck-Darmstadt). 
Herstellung einer Stammlésung: 5 g Nucleinséure werden mit dest. Wasser 
und etwa 7,5cem 1 mol. NaOQH-Loésung auf 100 cem aufgefiillt und gelést ; 
die Konzentration an Nucleinséure ist dann: 50 mg/cem; py 4,9 bis 5,3. 
Die Stammlésung wird bei 0° aufbewahrt. 

Zu 575 cem (nach Schritt 3) werden bei 0° 2,35 cem der Nuclein- 
saurelésung und 0,55cem einer 1 mol. Acetatpufferlésung, py 4,0, 
gegeben und nach 10 Minuten nochmals 1,5 cem der Nucleinsaéurelésung 
und soviel von dem Acetatpuffer (etwa 0,7 ccm), daB das px 5,00 wird. 
Die Konzentration der zugesetzten Nucleinsaure ist dann 0,33 mg ccm. 
Nach viertelstiindigem Stehen bei 0° wird gekiihlt zentrifugiert und der 
Niederschlag verworfen. 


Aus der obenstehenden Lésung wird die Fermentwirksamkeit 
durch Zugabe von mehr Nucleinsdure und weiteres Ansduern ausgefallt, 
und zwar werden hinzugegeben: 2,35 cem der Nucleinséurelésung und 
0,55 cem der Acetatpufferlésung und nach 10 Minuten nochmals 3,05 ccm 
der Nucleinsaéurelésung und soviel von dem Acetatpuffer (etwa 1 ccm), 
daB das py 4,80 wird. Nach viertelstiindigem Stehen bei 0° wird gekiihlt 
zentrifugiert und die obenstehende Lésung verworfen. Der Nieder- 
schlag wird mit wenig dest. Wasser und 1,45 ccm einer m/2 Phosphat- 
pufferlésung, px 7,2, gelést und dann mit Wasser auf 19 ccm auf- 
gefiillt. 


Die nicht klare, stark braune Lésung ist, bei 0° aufbewahrt, etwa 
1 Tag lang ohne Verlust haltbar. Reinigung, bezogen auf den Extrakt: 
40fach. Gesamtausbeute: 40 bis 45%. 


1 Fallung als Nucleoproteid siehe: O. Warburg u. W. Christian, diese 
Zeitschr. 308, 56, 1939. 
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5. Schritt: Erwirmen und von Nucleinsdure befreien. 


19 ccm Lésung (nach Schritt 4) werden 4 Minuten lang in einem 
Wasserbad von 60° erwirmt und darauf im Eisbad schnell abgekiih!t 
Der dabei gebildete Niederschlag wird bei 0° hochtourig abzentrifugiert 
Um die Nucleinséure fortzuschaffen, werden bei 0° 6 ccm einer Pro- 
taminlésung zugegeben und nach 20 Minuten wird gekihlt zentrifugiert 
Die obenstehende (das Ferment enthaltende) klare, braune Lésung ist 
wenig haltbar; deshalb wird der nachste Schritt unmittelbar an. 
geschlossen. Reinigung, bezogen auf den Extrakt: 80- bis 100fach. 
Gesamtausbeute: etwa 30%. 

Als Protamin wird Salmiridin benutzt. 

Herstellung einer Stammlésung: 2g Salmiridinsulfat werden bei 
Zimmertemperatur unter Zusatz von 3,2ccm einer m/10 NaOQH-Losung 
in dest. Wasser gelést und auf ein Gesamtvolumen von 100 ccm gebracht. 
Die Salmiridinkonzentration ist dann: 20 mg/cem, das py 6,8. 

Diese Stammlésung wird bei 0° aufbewahrt und zum Gebrauch auf 20° 
erwarmt, 


6. Schritt: 1, Acetonfdllung und 1. Trockenpraparat. 


Die nach Schritt 5 gewonnene Lésung soll ein py 6,60 bis 6,65 
haben: Korrektionen werden mit m/2 Phosphatlésungen vorgenommen. 

Zu 25 ccm Lésung (nach Schritt 5; px 6,63) werden bei 0° langsam 
11,5 cem eiskaltes Aceton hinzugefiigt, so daB die Acetonkonzentration 
etwa 31,5 Vol.% wird. Nach 10 Minuten Stehen bei 0° wird gekihlt 
zentrifugiert und die obenstehende, braunrote Lésung verworfen. Der 
Niederschlag wird mit dest. Wasser von 0° und 0,36 ccm einer m 2 
Phosphatpufferlésung, px 7,2, auf 5ccm aufgefiillt. Die so erhaltene 
Suspension wird hochtourig bei 0° zentrifugiert und der Niederschlay 
im Zentrifugenbecher iiber Kiesel(Blau-)Gel im Vakuumexsikkator 
bei etwa 1 bis 2mm Hg-Druck eingefroren und getrocknet. 

Man erhalt etwa 70 mg eines fermenthaltigen Trockenpraparates. 
List man dieses zu etwa 10 mg/cem in einer m/25 Phosphatpuffer- 
lésung, pu 7,3, bei 0°, so geht die Fermentwirksamkeit fast vollkommen 
in Lésung; nach Zentrifugieren erhalt man eine klare, fast farblose 


Fermentlésung. 
Reinigung, bezogen auf den Extrakt: 200- bis 250fach. Gesamt- 
< Y t : Fermentprotein . oe ; 
ausbeute: 18 bis 20° ; der Reinheitsgrad: ~, a ist 0.5 bis 0.6. 
0 Gesamtprotein 


Das Trockenpraparat ist bei 0° im Exsikkator tiber Blau-Gel (ohne 
Vakuum) aufbewahrt, monatelang haltbar. 


7. Schritt: 2. Acetonfdllung und 2. Trockenpraparat. 


200 mg des 1. Trockenpriparats (nach Schritt 6) werden mit 
35cem dest. Wasser von 0° und 1,6cem m/2 Phosphatpufferlésung. 
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pu 7,2, verriihrt und zentrifugiert. Zu der obenstehenden, klaren Lésung 
wird soviel von einer m/2 KH,PO,-Lésung zugesetzt (etwa 1,9 ccm), 
bis das px 6,65 ist und soviel Wasser, bis das Volumen 40 ccm be- 
tragt. Dann werden langsam 18,5cem Aceton von 0° zugegeben, so 
daB die Acetonkonzentration 31,5 Vol.% ist. Nach 10 Minuten wird 
gekiihlt zentrifugiert, die obenstehende Lésung verworfen und der in 
2 cem Wasser suspendierte Niederschlag, wie bei Schritt 6, eingefroren 
und getrocknet. Man erhalt etwa 120 mg lockeres, weifes Ferment- 
trockenpraparat 2. 

Reinigung, bezogen auf den Extrakt: 300fach. Gesamtausbeute: 
15%; Reinheitsgrad: 0,75 bis 0,85. 


8. Schritt: Kristallisation (als Quecksilbersalz). 


100 mg des 2. Trockenpraparats werden mit wenig kaltem dest. 
Wasser und 2ccm m/2 Phosphatpufferlésung, py 7,2, verriihrt, auf 
40 ccm mit Wasser aufgefillt und durch Zentrifugieren von einer 
geringen unloéslichen Verunreinigung getrennt. Nach Zusatz von 120cem 
bei 0° gesattigter Ammoniumsulfatlésung wird gekiihlt zentrifugiert. 
Der lose liegende Niederschlag wird dann hochtourig zentrifugiert und 
zu dem festliegenden Niederschlag wird 1 cem einer Quecksilbersalz- 
losung hinzugefiigt, die folgende Zusammensetzung hat: 


Quecksilbersulfat (HgSO,): 3mg/ecm 
Ammoniumsulfat : halbgesattigt (0°) 
Ammoniak: m/10, 


Mit etwa 2cem einer m/30 Ammoniaklésung wird der Proteinnieder- 
schlag dann gerade in Lésung gebracht; von einer geringen Triibung 
wird durch Zentrifugieren getrennt. In einer kleinen Kristallisierschale 
wird die klare Lésung in einen Exsikkator (ohne Vakuum) iiber Kiesel- 
(Blau-) Gel gebracht: hier beginnt nach wenigen Stunden die Kristalli- 
sation. Zuweilen fallt anfangs ein geringer, amorpher Niederschlag; er 
wird durch Zentrifugieren beseitigt. LaBt man die Kristallisation bei 0° 
vor sich gehen, so bilden sich vorwiegend kleine, einzeln liegende Kristall- 
nadeln. Leitet man dagegen die Kristallisation bei Zimmertemperatur 
ein und 14Bt sie bei 0° vollstandig werden (etwa 1 bis 2 Tage dauernd), 
so bilden sich gréBere Nadeln, die sich zu charakteristischen Haufchen 
zusammenlegen (Abb. 1). Die Kristallisation nur bei Zimmertemperatur 
durchzufiihren war ungiinstig (Gefahr der Denaturierung). Im natiir- 
lichen Licht sind die Kristalle mikroskopisch schwer erkennbar, weil 
sie sich wenig von der Umgebung (Mutterlauge) abheben, deutlich 
dagegen zwischen gekreuzten Nicolschen Prismen, weil sie doppel- 


brechend sind (Abb. 1). 
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Die Quecksilber-Proteinverbindung ist ohne Fermentwirksamkeit ; 
doch laBt sich diese zuriickgewinnen *, wenn man Schwermetallkomplex- 


bildner, wie z. B. Blausiure oder Cystein, zusetzt, die das Quecksilber 


binden. Zur Gewinnung des katalytisch wirksamen Fermentproteins 


wurde deshalb im nachsten Schritt das Quecksilber durch Dialyse 


gegen Blausdéure entfernt. 


9. Schritt: Entfernen des Quecksilbers mittels Dialyse 
gegen Blausdurelésungen. 


Nach Beendigung der Kristallisation (Schritt 8) wird der Kristal!- 
brei bei 0° zentrifugiert und einmal mit 1 ccm der zur Halfte mit dest. 
Wasser verdiinnten Quecksilbersalzlésung (im 8. Schritt zur Kristalli- 
sation verwendet) gewaschen. Mutterlauge und Waschlésung werden 
verworfen. Zum gewaschenen Kristallniederschlag werden 2,5 ccm 
einer Lésung hinzugefiigt, die in bezug auf Ammoniumsulfat 0,16 ge- 
sittigt, in bezug auf Ammoniak m/15 und in bezug auf Blausaure 
m/250 ist. In einem kleinen Cellophanschlauch wird diese Lésung 
(ohne sie von einer geringen Triibung zu befreien) bei 0° gegen 1 Liter 
einer AuBenlésung dialysiert, die folgende Zusammensetzung hat: 
1. Ammoniumsulfat 0,2 gesattigt, 2. Ammoniak m/20 und 3. Blausiure 
m/100 (bereitet aus KCN durch Neutralisation mit H,SQ,). 

Nach 1 Tag Dialyse wird die AuBenlésung durch folgende ersetzt : 
1 Liter 0,15 gesattigte Ammoniumsulfatlésung unter Zusatz von m/30) 
Ammoniak und m/135 Blauséure. 24 Stunden spater wird diese Lésung 
erneuert und weitere 10 Stunden dialysiert. Ein wirkungsloser Nieder- 
schlag wird durch Zentrifugieren entfernt; dann enthalt die wasserklare 
Lésung auBer den Salzen der DialysenauBenlésung etwa 45 mg reines, 
wieder katalytisch vollwirksames Fermentprotein. 

Reinigung, bezogen auf den Ausgangsextrakt: 350fach; Ausbeute 
bei den Schritten 8 und 9 zusammen: 60°. Gesamtausbeute: 10°,. 

Der Reinheitsgrad stieg durch die Kristallisation um das 1,25fache 
und wird 1 gesetzt, weil durch Umkristallisation des Proteins die Fer- 
mentwirksamkeit nicht mehr erh6ht werden kann. 


10. Schritt: Gewinnung von salzfreien Fermentproteinlésungen 
und Trockenpraéparaten des reinen Fermentproteins. 

Die nach Schritt 9 gewonnene Proteinlésung (etwa 3 ccm) wird im 
AnschluB daran folgendermaBen weiter dialysiert: 10 Stunden lang 
gegen 1 Liter m/100 Ammoniak, m/100 Blauséure; 10 Stunden lang 
gegen 1 Liter m/250 Ammoniak, m/250 Blausaiure und schlieBlich 


* Siehe diese Zeitschr. 310, 407, 1942. 
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24 Stunden lang gegen 1 Liter m/300 Ammoniak*. Eine geringe Triibung 
wird durch Zentrifugieren entfernt. 

Die Ausbeute bei der Dialyse in diesem Schritt betragt 95%. 

Trocknet man diese Lésung im Vakuumexsikkator iiber Kiesel- 
(Blau-) Gel nach Einfrieren, so erhalt man ein weiBes, lockeres Ferment- 
proteintrockenpraparat vom Reinheitsgrad 0,9 bis 0,95. (Der Reinheits- 
grad ist kleiner als 1, weil beim Trocknen etwas Protein denaturiert.) 

Das Trockenpraparat ist, im Exsikkator tiber Blaugel bei 0° auf- 
bewahrt, monatelang ohne Wirkungsverlust haltbar. 

Eine Lésung dieses Proteins (etwa 1 mg/ccm) in etwa m 30 Phos- 
phatpufferlésung, py 7,3, die wasserklar ist, halt sich, bei 0° aufbewahrt, 
mehrere Tage ohne Wirkungsverlust. 

Aus 3000 g Tumoren (d.s. etwa 600 g¢ Trockensubstanz), die von 
etwa 300 Ratten erhalten werden, gewinnt man etwa 50 mg reines 
Fermentprotein. 


III, Isolierung des Fermentproteins aus Muskeln, 


Ausgangsmaterial sind simtliche Skelettmuskeln von ausgewachse- 
nen Ratten, die sofort nach der Préparation auf Eis kommen und bei 
~- 2 bis — 3° eingefroren, bis zu 2 Wochen aufbewahrt werden kénnen, 
Anfangs wurden die Muskeln von den Knochen abprapariert; spater 
zeigte sich, daB diese die Ausbeute nur unwesentlich herabsetzen, so 
daB man sich die miihevolle Abpraparation sparen kann. Man erhalt 
etwa 80 bis 100 g Muskeln von einer Ratte. 


1. Schritt: Exztraktion. 


1000 g gefrorene Muskelstiickchen werden dreimal in einer ge- 
kithlten Fleischmaschine zerkleinert und mit 7,5 Liter destilliertem 
Wasser von 0° wahrend 45 Minuten bei 0° intensiv verriihrt. Nach 
Zentrifugieren in gekiihlter Zentrifuge und Kollieren durch Miillergaze 
erhalt man etwa 7,35 Liter rot gefarbten, nicht klaren Extrakt, dessen 
pu zwischen 6,3 und 6,6 liegt. Er enthalt etwa 75°) der mit Wasser 
extrahierbaren Fermentwirksamkeit; diese nimmt beim Stehen bei 0° 
in 24 Stunden etwa um 5% ab. Zur Messung im Test bei py 8,55 be- 
nétigt man etwa 0,03 cem. 


2. Schritt: Ansduern und Fallen mit Nucleinsdure. 


Zu 7,35 Liter Extrakt wird bei 0° soviel Essigsaure zugesetzt, bis 


das py zwischen 5,10 und 5,15 liegt; dazu sind 60 bis 70 ccm einer m2 


* Anmerkung: Die zu den Elementaranalysen benutzten Priaparate 
wurden noch zusatzlich 80 bis 100 Stunden gegen (iiber Permutit von 
Schwermetall-Verunreinigungen befreites) flieBendes, destilliertes Wasser 
bei 0° dialysiert und dann getrocknet. 
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Essigsaurelésung erforderlich. Der dabei entstandene Niederschlag wir 
gekiithlt abzentrifugiert und verworfen. Zu der obenstehenden Lésung 
werden bei 0° soviel cem der Nucleinséurestammlésung (siehe 4. Schritt 
bei der Isolierung aus Tumoren) zugegeben, wie ccm Essigséure zum 
Ansaiuern benétigt worden waren, also etwa 65cem. Darauf wird 
das pu mit etwa 7 bis 10 ccm der m/2 Essigsdurelésung auf 5,10 ein- 
gestellt; nach 20 Minuten wird gekihlt zentrifugiert, die obenstehende 
Lésung verworfen und der Niederschlag mit dest. Wasser und 21 cem 
einer m/2 Phosphatpufferlésung, py 7,2, auf 260 ccm aufgefiillt. Die 
rotbraune, nicht klare Lésung enthalt 70% der Fermentwirksamkeit 
des Extrakts und ist bei 0° etwa 1 Tag ohne Verlust haltbar. 


3. Schritt: Erwirmen und von Nucleinsdure befreien. 


260 ccm Lésung (nach Schritt 2) werden 5 Minuten lang in einem 
Wasserbad von 60° erwarmt und darauf im Eisbad schnell abgekiihlt. 
Der dabei gebildete Niederschlag wird bei 0° abzentrifugiert und ver- 
worfen. Um die Nucleinsaure fortzuschaffen, werden bei 0° 65 ccm einer 
Protaminlésung (die gleiche, wie bei Schritt 5, bei der Isolierung aus 
Tumoren) zugegeben und nach 20 Minuten wird gekiihlt zentrifugiert. 
Die obenstehende klare, braune Lésung enthalt etwa 55% der Extrakt- 
wirksamkeit; sie ist wenig haltbar, deshalb wird der nachste Schritt 
unmittelbar angeschlossen. 


4. Schritt: 1. Acetonfallung und 1. Trockenpréparat. 


Zu 320 cem der nach Schritt 3 gewonnenen Fermentlésung, deren 
pu zwischen 6,8 und 6,95 liegt, wird bei 0° soviel von einer 1 mol. Acetat- 
pufferlésung, pu 5,15, zugegeben (erforderlich: 5 bis 10 cem), bis das py 
zwischen 6,60 und 6,65 liegt. Dann werden bei 0° etwa 150 ccm eis- 
kaltes Aceton zugegeben, so daB die Acetonkonzentration 31,5 Vol.°, 
ist. Nach 10 Minuten Stehen bei 6° wird gekiihlt zentrifugiert und die 
obenstehende, braunrote Lésung verworfen. Der Niederschlag wird 
mit dest. Wasser von 6° und 3,3 ccm m/2 Phosphatpufferlésung, px 7,2, 
auf 65ccem aufgefiillt. Die so erhaltene Suspension wird gekihlt 
zentiifugiert und der Niederschlag im Zentrifugenbecher iiber Kiesel- 
(Blau-)Gel im Vakuumexsikkator bei etwa 1 bis 2 mm Hg-Druck ein- 
gefroren und getrocknet. Man erhalt etwa 600 mg eines fermenthaltigen 
Trockenpraparats. Lést man dieses zu etwa 10 mg/cem in einer m/25 
Phosphatpufferlésung, py 7,3, bei 0°, so geht die Fermentwirksamkeit 
fast vollkommen in Lésung; nach Zentrifugieren erhalt man eine klare, 
schwach gelblich gefarbte Fermentlésung. 

Gesamtausbeute: etwa 35°); Reinheitsgrad: 0,5 bis 0,6. 

Das Trockenpraparat ist bei 6° im Exsikkator iiber Blaugel (ohne 
Vakuum) aufbewahrt, monatelang haltbar. 





ge 


et 
rei 


wird 
ung 
iritt 
AVA 
vird 
ein- 
nde 
ccm 

Die 
keit 


lem 
It. 
ver- 
iner 
aus 
ert. 
ukt- 


Tritt 


hne 





Isolierung und Kristallisation eines Garungsfermentes aus Tumoren, 105 


5. Schritt: 2. Acetonfdllung und 2. Trockenpraparat. 
Analog Schritt 7 des Abschnitts IT. (Tumorfermentprotein- 
gewinnung.) 
6. Schritt: Kristallisation (als Quecksilbersalz). 
Analog Schritt 8 des Abschnitts Il. (Abb. 2.) 


7. Schritt: Entfernen des Quecksilbers mittels Dialyse 
gegen Blausdurelésungen. 


Analog Schritt 9 des Abschnitts IT. 


8. Schritt: Gewinnung von salzfreien Fermentproteinlésungen 
und Trockenpraparaten des reinen Fermentproteins. 


Analog Schritt 10 des Abschnitts II. 


Die Gesamtausbeute nach Schritt 8 betragt 15 bis 20°). 

Aus 1000 g Muskeln (d.s. etwa 200g Trockensubstanz), die von 
etwa 10 bis 12 Ratten erhalten werden, gewinnt man etwa 200 mg 
reines Fermentprotein. 


IV, Elementaranalysen, — Absorptionsspektren, — 
Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes, 
Elementaranal ysen. 

Fir die reinen Fermentpraparate*, die im Hochvakuum bei 60° 
getrocknet worden waren, fand W. Liittgens fiir die wasserfreien Sub- 
stanzen berechnet: 

Protein aus Tumoren: 


Einwaage: 4,737 mg; gefunden: 9,200 mg CO,, 3,160 mg H,O, 


% 4,680 ,, ss 0,684 cem Stickstoff (nach Dumas), 
p = 760mm Hg; t = 20,79; = 0,796 mg N, 
” 12,520 ,, s 0,960 mg BaSO, = 0,132mg 8. 


Protein aus Muskeln: 


Einwaage: 4,696mg; gefunden: 9,190 mg CO,, 3,017 mg H,O, 


4,959 ,, * 0,734 cem Stickstoff (nach Dumas); 
p = 754mm Hg; ¢ = 21,5°; = 0,843mgN, 
9 19,186 ,, ae 1,630 mg BaSO, = 0,224mg S. 
C H N 8 
Protein aus Tumoren: 52,97°), 7,46 16,99%,  1,05%. 
Protein aus Muskeln: 53,35%, 7,19%, 17,009, — 1,17%. 


* Siehe die Anmerkung bei Schritt 10 des Abschnitts IT. 





F. Kubowitz u. P. Ott: 


Absor ptionss pektren. 


Die beiden Fermentproteine absorbieren im sichtbaren Spektra|- 


gebiet nicht. 


Das Ultraviolettspektrum bestimmten wir in dem Gebiet zwischen 


4, 235 und 2300 mu, bei pu 
Abb. 4). 


Tabelle II. 


7,4 in m/30 Phosphatlésung (Tabelle II, 
e 
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Wellenlinge 4 Ateceyerens- 


Protein 
aus Tumoren 
Absorptions- 


Protein 
aus Muskeln 
Absorptions- 





koeffizient 3 koeffizient 3 Welentinge 2 
qem 


qem | | 
mg Protein} | | mg Protein 


koeffizient 7 koeffizient 7 

qem qem ] 
[mu] {mu] | mg iain | j | ing Protein | 
235 
240 
245 
250 
255 


200 


6,80 
2,95 
1,50 
1,035 
1,14 
1,46 


7,15 270 
3,28 275 
1,54 280 
1,00 285 
1,02 290 
1,33 300 


2,24 
2,55 
2,69 
2,45 
2,02 
0,585 


2,10 
2,42 








Drehung der Polarisationsebene. 


24,5mg Protein aus Tumoren 
wurden in 1lcem m/30 Phosphat 
von py 7,4 gelést. Die Drehung 
betrug bei 20° im 1 dm-Rohr fiir 
Licht der Wellenlinge 7 589mu: 
— 0,845° + 0,019. 

28,5 mg Protein aus Muskeln 
wurden in l1eem m/30 Phosphat 
von px 7,4 gelést. Die Drehung 
betrug bei 20° im 1 dm-Rohr fiir 
Licht der Wellenlange / 589 mu: 
— 0,925 + 0,01°. 

Daraus ergeben sich folgende 
spezifischen Drehungen: 
fiir Protein 

aus Tumoren [z]??, 
fiir Protein 
aus Muskeln [x]? = — 32,5°. 
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Wellenlange 

Abb. 4. 
Absorptionsspektren (in m/30 Phosphat, 
Py 7,4). Protein aus Tumoren: Aus- 
gezogene Kurve, Protein aus Muskeln: 

Kreuze, 


Die Drehungen anderten sich 
im Laufe von Stunden nicht. 


Zusammenfassung. 


Beriicksichtigt man die Fehlergrenzen der Messungen, so kann man 
aus der elementaren Zusammensetzung, aus den Absorptionsspektren 
und aus den spezifischen Drehungen weder den SchluB ziehen, daB die 
beiden Proteine verschieden, noch daB sie identisch sind. 
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Es sei darauf hingewiesen, daB das Protein des reduzierenden 
Garungsferments aus Hefe! durch die Elementaranalyse oder die Be- 
stimmung des Ultraviolettspektrums nicht zu unterscheiden ware von 
den beiden hier untersuchten Fermentproteinen, obwohl das Hefe- 
protein in unserem Test wirkungslos, also sicher von unseren Proteinen 
verschieden ist. 


V. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Wirksamkeit. 


Variiert man das py der Testlésungen, deren Puffer m/25 Phosphat 
ist, in den Grenzen von 6 bis 9, so andert sich die Wirksamkeit der Pro- 
teine, und zwar bei verschie- 
denen Temperaturen in ver- 
schiedenem MaBe. 

Bei 20° ist die Reaktions- 
geschwindigkeit am gr6éBten, 
wenn py = 8 ist, bei 39° ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit 
am groBten, wenn px = 7,4 ist. 

Wir haben den px-Ein- 
fluB auf die Wirksamkeit der 
beiden Fermentproteine ver- 
glichen. Die graphische Dar- 0 | | 
stellung in Abb. 5 zeigt, G9 G5 0 5 = G0 G5 GO Fy 
daB die beiden Proteine in Abb. 5. 
gleicher Weise beeinfluBt Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf 


die Wirksamkeit der beiden Proteine gemessen 
werden. bei 20°. Tumorprotein: 0, Muskelprotein: » 


% 








20 
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VI. Einflu8 der Brenztraubensiure- und der Dihydro-Pyridinnucleotid- 
konzentration auf die Wirksamkeit, 


Variiert man die Konzentration des Dihydro-Pyridinnucleotids 
bei konstanter Konzentration der Brenztraubensdure — oder die Kon- 
zentration der Brenztraubenséiure — bei konstanter Konzentration des 
Dihydro-Pyridinnucleotids — und miBt dabei die Reaktionsgeschwindig- 
keiten im Test, so kann man die Dissoziationskonstanten: 

freies Protein x Dihydro-Pyridinnucleotid K 
Verbundenes Protein ‘ 


oder 
freies Proteid « Brenztraubensdure K 
Tl 


Verbundenes Proteid 
berechnen. 
Alle Messungen wurden bei px 7,4 in m/25 Phosphatpuffer und bei 
20° ausgefiihrt. Bei den meisten Versuchen betrug die Schichtdicke im 


1 BE. Negelein u. H. J. Wulff, diese Zeitschr, 298, 351, 1937. 
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optischen Test — aus methodischen Griinden — nicht 0,574 em, sondern 


2,93 em. 


Das Ergebnis der Versuche ist in den Abb. 6 und 7 graphisch dar- 
gestellt. Man entnimmt aus ihnen, daB die Dissoziationskonstanten 
des Tumorproteins und des Muskelproteins gleich sind. Sie betragen: 


fiir beide Proteine: K,; = 5- lo *| : 
Liter 


fiir beide Proteine: K;; = 9-107 sf — 
Liter 


Mole Dihydro-Pyridinnucleotid 


Mole enn nowneees soe 
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Abb. 6. Konzentration der Brenztraubensiure: 1- 10-3 Mole/Liter. 20°. 
protein: o, Muskelprotein: x. 
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Abb. 7. Konzentration des Dihydro-Pyridinnucleotids: 6,5 « 10-5 Mole/Liter. 20°. py 74. 


Tumorprotein: o, Muskelprotein: x. 


VII. Wirksamkeit, 


Die Anzahl] Grammolekiile Brenztraubensaure, die bei Sattigung 
der Proteine mit Brenztraubensiure und Dihydro-Pyridinnucleotid 
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durch 100000 g¢ Protein pro Minute umgesetzt werden, sind gleich 
und betragen: 


bei 20°, px 8,15: 30000 fir Tumorprotein, 31000 fiir Muskelprotein 


», 39°, px 8,16: 46000 ,, 7 45000 ,, = 
» 20°, pu 7,36: 23000 ,, Be 23000 ,, Pm 
» 39°, pH 7,38: 73000 ,, a 73000 ,, vs 
Je ein Versuch mit Tumorprotein und mit Muskelprotein aus 


denen die Werte 73000 berechnet wurden — sind in Tabelle LIT mit- 
geteilt. 
Tabelle III. 
39°, m/25 Phosphat, py 7,38, 7 334mu, d = 0,574cm. 
Anfangskonzentration der Brenztrauben- | 1,2 - 10-* Mole /Liter, 
séiure: J = 1,2-10-® Mole/cem. 
2,7 
7 


Anfangskonzentration des Dihydro-Pyridin- | - 10-4 Mole/Liter, 





nucleotids: | = 2,7- 10-7 Mole/eem. 
0,775 y Tumorprotein 0,950 y Muskelprotein 
= 0,310 y Tumorprotein/cem = 0,380 y Muskelprotein/ecm 
Minuten — Jd Iniofi — J In ig/t 
0,5 0,945 1,15 
1 1,70 1,91 
1,5 2,05 2,19 
2 2,17 2,23 
2,5 2,18 2,24 


VIII. Gewinnung der optisch-aktiven Milchsiuren, 


d, l-Milchséure D. A. B. (Schering) wurde am RiickfluBkiihler in etwa 
molarer Konzentration (d. i. etwa zehnfach verdiinnte Saéure) 10 Stunden 
lang gekocht, um Anhydride und Lactide in Milchsaure iiberzufiihren. In 
einem 2dm-Rohr gemessen war dann: lx} + 0,00. 

Nach einer Vorschrift von Irvine! wurden dann die beiden optischen 
Antipoden folgendermaBen gewonnen: 

In 100 eem der d, 1-Milchsaéurelésung (0,118 Mole) wurde nach Erwarmen 
auf 75° 35 g reines, kristallines Morphin (0,115 Mole) gelést und die Lésung 
hei®B filtriert. Dann la8t man langsam abkiihlen und iiber Nacht bei 0° 
stehen. Die ausgefallenen Kristalle der d (— )-Milchséiure-Morphinverbindung 
werden abzentrifugiert und einmal mit 25cem dest. Wasser von 0° ge- 
waschen, Mutterlauge und Waschlésung vereint und im Vakuumexsikkator 
auf etwa das halbe Volumen eingeengt. Erneut gefallene Kristalle werden 
abzentrifugiert und nach Waschen mit wenig kaltem Wasser zur Hauptmenge 
gegeben; die Mutterlauge wird weiter auf 30 ccm eingeengt und die nach 
Animpfen gefallenen Kristalle der d (—)-Komponente werden verworfen. 
Beim weiteren Einengen der Mutterlauge auf etwa 20cem bekommt sie 
Sirupkonsistenz; es fallen keine Kristalle mehr. Nach Auffiillen auf etwa 
50 cem mit dest. Wasser wird durch Zusatz von etwa 4,5 ccm einer 25% igen 
Ammoniaklésung (bei leicht alkalischer Reaktion) das Morphin quantitativ 


1 J.C. Irvine, J. Chem. Soc. London 89, 935, 1906. 
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ausgefallt. Die filtrierte Loésung wird im Vakuumexsikkator auf etwa 
25 bis 30 ccm eingeengt, wobei gleichzeitig iiberschiissiges Ammoniak fort 
geschafft wird. Die etwas braun gefarbte, in bezug auf Milchséiure etwa 
1 mol. Lésung des | (+-)-milehsauren Ammoniums wurde fiir unsere Messun 
gen benutzt. 

Die Kristalle der d (—)-Milehséiure-Morphinverbindung werden in etwa 
55cem dest. Wasser auf 75° erwarmt. Dann wird die Lésung filtriert und 
durch langsames Abkiihlenlassen und Einengen im Vakuumexsikkator lift 
man wieder auskristallisieren und zentrifugiert die Kristalle ab (Volumen 
der Mutterlauge 15ccm). Diese Umkristallisation wurde noch ein zweites 
Mal wiederholt. 

Die Kristalle der somit zweimal] umkristallisierten d (—)-Milchsaéure- 
Morphinverbindung wurden in 50 cem dest. Wasser durch Erwarmen auf 75° 
gelést. Dann lé8t man etwas abkiihlen und gibt langsam etwa 3ccm von 
einer 25% igen Ammoniaklésung hinzu, bis die Lésung leicht alkalisch wird. 
Nach Abkiihlen und Abzentrifugieren des quantitativ ausgefallenen Morphin- 
wird die filtrierte Losung im Vakuumexsikkator auf etwa 25 cem eingeengt, 
wobei gleichzeitig iiberschiissiges Ammoniak fortgeschafft wird. 

Die dann schwach gelbe, etwa 1 mol. Lésung von d (—)-milchsaurem 
Ammonium wurde fiir unsere Messungen benutzt. 

Die Konzentrationen an Milchsaure in den Lésungen der beiden optisch- 
aktiven Milchsiurepriparate wurden manometrisch!, nach einem Prinzip 
von Avery und Hastings? bestimmt. 

Drehungsmessungen der leicht sauer reagierenden, etwa 1 mol. Lésungen 
im 2dm-Rohr gemessen ergaben: 


d‘—)-milechsaures Ammonium: [x])) = + 10,45°, 


l (+)- ” .” [x “ — 9,36°, 

Aus Versuchen mit beiden Milchsaurepraparaten (Abschnitte [X und X) 
folgt, daB das d (—)-Praparat 1,5% 1 (+)-Milchsaéure und das | (+)-Praparat 
6,5% d (—)-Milchséure enthielt. Die spezifische Drehung des reinen milch 
sauren Ammoniums (in etwa 1 mol, Lésungen) betragt also: 


oe TRO 
[om > 10,78°. 


IX. Riickreaktion, 


Von den beiden Reaktionen, die das Protein des reduzierenden 
Garungsferments katalysiert: 
Brenztraubenséure + Dihydro-Pyridinnucleotid 
= Milchsdure + Pyridinnucleotid, 
ist die Hinreaktion die weitaus schnellere und deshalb geeigneter zur 
Priifung des Proteins als die Riickreaktion. 


Aber auch die Riickreaktion kann man mit der optischen Versuchs- 
anordnung messen. Substrate sind dann Milchséure und Pyridin- 
nucleotid. Bei Zusatz des Proteins verschwindet dann nicht Licht- 


1 Diese Zeitschr. 274, 285, 1934. — * B.F. Avery u. A. B. Hastings, 
J. of biol. Chem, 94, 273, 1931. 
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; ’ to. 
absorption, sondern es entsteht Lichtabsorption. Statt Aln -, ist 
. U 


iT) . 
jetzt + Aln . das MaB der Wirkung. 
a 


Damit die Riickreaktion hinreichend schnell verlauft, setzen wir 
etwa fiinf- bis zehnmal soviel Protein zu der Testlésung, als bei der 
Untersuchung der Hinreaktion; und damit die Rtickreaktion méglichst 
weitgehend verlauft, sind die Anfangskonzentrationen an Substrat viel 
gréBer als bei der Untersuchung der Hinreaktion. Aber auch dann ist 
die Riickreaktion niemals vollstaéndig. Sie macht halt, wenn ein kleiner 
Teil des Pyridinnucleotids hydriert ist. Aus diesem Bruchteil kann man 
das Gleichgewicht der beiden Reaktionen, der Hinreaktion und der 
Riickreaktion, berechnen. 
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Abb. 8. Riickreaktion. 22°, m/25 Phosphat, py 7,4, 2 334 mu, Schichtdicke d= 1,30 em. 


Anfangskonzentration der 1(+)-Milehsiure: 92-+106°+ Mole/Liter = 92-1077 Mole/cem. 


Anfangskonzentration der d(—)-Milchsiiure: 103 - 10-4 Mole/Liter =103- 10°77 Mole/cem. 
Anfangskonzentration des Pyridinnucleotids: 33 - 10-4 Mole/Liter = 33 - 10°? Mole/cem. 
Anfangskonzentration des Dihydro-Pyridinnucleotids und der Brenztraubensiiure: 0. Kon- 
zentration der Proteine: 1,85 y/eem (10 y im MeBtrog). Tumorprotein: o, Muskelprotein: 





b 











Die Milchsiure war optisch-aktive Milchséure, deren Gewinnung 
im vorigen Abschnitt beschrieben ist. Beide Antipoden wurden gepriift. 

In Abb. 8 sind vier Versuche graphisch dargestellt, bei denen die 
Protein- und die Substratkonzentrationen gleich waren. Variiert wurde 
folgendermaBen: 1. | ( +)-Milchsiure + Muskelprotein, 2. | ( +)-Milch- 
siure + Tumorprotein, 3. d(—)-Milchséure + Muskelprotein und 
4) d(—)-Milchséure + Tumorprotein. 

Aus der Abb. 8 sieht man, daB die Wirkungen der beiden Proteine 
gleich sind; die Anfangsgeschwindigkeiten sind gleich; die Reaktions- 
verlaufe sind gleich ; die Endwerte — d.h. die Lagen der Gleichgewichte 
sind gleich und die Spezifizitaét in bezug auf die optischen Antipoden 
sind gleich. 

Zu dem letzten Punkt bemerken wir, daB wahrscheinlich die 
d (—)-Milchsaure nicht reagiert ; daB also die geringen Werte der b-Kurve 
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von |(+)-Milchsdure herrithren. 1,59 1(+)-Milchséure in der zu 


gesetzten d (—)-Milchséure geniigen*, um die Werte der b-Kurve 
(Abb. 8) zu erzeugen. 

Wiirde die d (—)-Milchséure, wenn auch langsamer als die | ( —) 
Milchséure reagieren, so wiirde die d(—)-Milchsiure — durch die 
asymmetrische Hydrierung der Brenztraubensiure — in | ( +)-Milch- 
siure umgewandelt und die Gleichgewichte wiirden identisch sein, ob 
man von | (+)- oder von d (—)-Milchséiure ausginge, waihrend aus der 
Abbildung hervorgeht, da die Endwerte verschieden sind. 




















X. Gleichgewicht, 


Wenn die Proteinkonzentrationen klein gegen die Substratkonzen- 





trationen sind, so kann das Gleichgewicht: 






3renztraubensiure x Dihydropyridinnucleotid _ K 
1 (+)-Milchsiure x Pyridinnucleotid 






nicht von der chemischen Natur des Proteins abhangen. Tumorprotein 
und Muskelprotein miissen also — ob sie chemisch gleich oder ver- 
schieden sind — aus thermodynamischen Griinden dasselbe Gleich- 
gewicht erzeugen. Deshalb gehéren die Gleichgewichte nicht in den 
Zusammenhang dieser Arbeit. Trotzdem sei das Ergebnis einiger 
K-Bestimmungen angefiihrt. 

Die Methode war die optische Methode, die auch fiir Gleichgewichts- 
messungen hervorragend geeignet ist. Denn man hat alle zur Berechnung 
der Gleichgewichtskonstanten K notwendigen Daten, wenn man zu 
einem beliebigen Gemisch der vier Substrate Protein gibt und den 
Anfangs- und Endwert der Lichtabsorption miBt. 

Bei 22° und py 7,4 finden wir im Mittel 

K = 6,0- 10-5 (Tabelle LV), 
d. h. im Gleichgewicht ist bei gleichen Konzentrationen an hydriertem 
und nichthydriertem Pyridinnucleotid die Milchsdéurekonzentration 
16700mal so groB wie die Brenztraubenséurekonzentration. 

Der Wert K = 6,0-10-5 gilt fiir Milchséurekonzentrationen von 
10-2 Molen /Liter oder darunter. Bei héheren Milchsaurekonzentrationen 
finden wir kleinere K-Werte, z.B. K = 1,7- 10-5, wenn die Milch- 
sdure m/10 ist. 

Geht man von neutraler Reaktion zu alkalischer Reaktion tiber, so 
steigt K, z. B. auf das 70fache beim Ubergang von py 7,5 zu pu 8,85. 
K steigt auch beim Ubergang zu héheren Temperaturen, z. B. auf das 
6,5fache beim Ubergang von 20° auf 399. 























* Berechnet aus dem Endwert der 6-Kurve und der Gleichgewicht=- 
konstanten K = 6,0-10-° (Abschnitt X). 
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? 


4 


Man hiite sich vor dem MiB- 
verstandnis, die Gleichgewichts- 
konstante K sei das Verhaltnis von 
zwei innermolekularen Geschwin- 
digkeitskonstanten k, und ky. 
AuBer diesen beiden Geschwindig- 
keitskonstanten enthalt K die 
Verteilungskonstante des Proteins 
zwischen Brenztraubensdure und 
Milchsaure und die Verteilungs- 
konstante des Proteins zwischen 
hydriertem und nichthydriertem 
Pyridinnucleotid. 
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} Zu Abb. 9. Zerstérung durch Diinn- 

darm-Sekret. Tumorprotein: o, 
Muskelprotein x. 
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pu 7,35 wurde Fermentprotein 

gegeben. Die Mischung blieb bei 

39° stehen; in geeigneten Zeit- 
tem abstanden wurden Proben zur 
tion Bestimmung der Fermentwirk- 

samkeit entnommen. Nach etwa 
beaten 3 Stunden war die Wirksamkeit 
men vollstandig verschwunden. 

Ich- Bei dieser Zerst6rung durch 
arteigene, verdauende Fermente 
verhielten sich Tumorprotein 
und Muskelprotein gleich, d.h. 
in gleichen Zeiten wurden gleiche 
Mengen der beiden Proteine zer- 
stort. 

Ultraviolettes Licht. Die zer- 
stérende Strahlung war ein Ge- 
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Tabelle IV. 
E 





Dihydro-Pyridinnucleotid 
Dihydro-Pyridinnucleotid 


Brenztraubensaure 


Brenztraubensaure 


| (+)-Milchsaure 
Pyridinnucleotid 
1 (+)-Milchsaure 
o Pyridinnucleotid 
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misch der Quecksilberlinien 4 303 my, 2313 mp und 4 334my; die 
Intensitat an der Eintrittsstelle in den Bestrahlungstrog betrug etwa 
8- 10-3 cal pro Minute und qem. 

Das Protein wurde in m /25 Phosphat von px 7,4 gelést. Die Protein- 

konzentration betrug etwa 1 y/ecm und war so niedrig, daB das Licht 

auf dem Weg durch die Lésung nicht 
Pr GA ak A ee geschwacht wurde. Der Lichtweg be- 
trug 0,574cem. Die Temperatur bei 
der Bestrahlung war 20°. 

Die beiden Proteine wurden gleich, 
schnell zerstért. Nach 70 Minuten 
waren 50%, nach 220 Minuten waren 

4 56 58 60 62 64 66 66M %° 93% der Wirksamkeit verschwunden. 

Erwérmungstemperatur ee tig * _ 
Erwdérmen. Lésungen vom Protein 
Abb. 10. Zerstérung durch Er- F "1 D 4 
wirmen (Erwirmungsdauer in m/70 Phosphat von px 7,4 wurden 
3 Minuten). Tumorprotein: o, 3 Minuten lang auf verschiedene Tem- 
Muskelprotein: x. wai 
peraturen erwarmt. Dann wurde 
schnell in Eis abgekiihlt und die Wirksamkeit gemessen. Die 
Proteinkonzentration bei den Versuchen war 0,1 mg/ccm. 
Die beiden Proteine wurden gleich schnell zerstért (Abb. 10). 
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XII, Antiferment, 


Spritzt man Kaninchen Ratten-Fermentprotein ein, so gewinnt 
das Kaninchenplasma die Eigenschaft, das Ratten-Fermentprotein 
im optischen Test — zu hemmen. 


Eingespritzt wurden 2 bis 3 Monate lang im Abstand von 3 Tagen 
je 6mg Muskel-Fermentprotein in die Ohrvenen; gelést wurde das 
Protein in 0,9%iger NaCl-m/40-Phosphatpufferlésung, pa 7,4. Zur 
Priifung wurde Blut aus der Ohrvene entnommen; es tropfte in eine 
Citratlésung (0,7°% NaCl, 1,1°% Na-Citrat), bis das Verhaltnis Blut 
zu Citratlésung = 3:1 war. 

Priifung. 

2y Fermentprotein, gelést in 0,05cem m/50 Phosphat, px 7,4, 
werden im MeBtrog in 1,20ccm Plasma gelést und etwa 10 Minuten 
bei 20° stehengelassen. Dann werden hinzugefiigt: 5,2 cem m/10 Phos- 
phat, pu 7,3, 6,4 cem dest. Wasser, sowie (etwa) 0,1 com m/100 brenz- 
traubensaures Na (daB ¢ = 1- 10-4 Mole/Liter wird) und bei ¢ = 0 Mi- 
nuten 0,l ccm Dihydro-Pyridinnucleotidlésung = 0,265 mg Nucleotid 
(so daB ¢ = 3,08 - 10-5 Mole/Liter ist). 

Das Gesamtvolumen ist dann: 13,0cem. Das px der Mischung 
ist 7,45. Die Schichtdicke des MeBtroges betrug: d = 2,93 cm. 
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Nennen wir das Plasma unbehandelter Kaninchen ,,Normal- 
plasma‘* und das Plasma behandelter Kaninchen ,,[mmunplasma‘, so 
waren die Variationen: 

1, Fermentprotein ohne Plasma, 
Fermentprotein + Normalplasma, 

. Fermentprotein -+- Immunplasma, 

. Normalplasma ohne Fermentprotein und 

5. Immunplasma ohne Fermentprotein, 


wobei das Fermentprotein entweder Tumor- oder Muskelprotein war. 


Anmerkung. 


Kaninchenplasma enthalt immer Brenztraubensaure, deren Kon- 
zentration in jedem Versuchsplasma optisch mit Dihydro-Pyridin- 
nucleotid und reduzierendem Garungsferment* — bestimmt und von 
der GréBenordnung 3- 10-4 Mole/Liter gefunden wurde. Bei der 
Zusammensetzung der Testlésung muBte diese im Plasma vorhandene 
Brenztraubensaure beriicksichtigt werden. Denn aus Griinden, die 
am SchluB dieses Kapitels erértert sind, haben wir hier bei Brenz- 
traubenséurekonzentrationen gearbeitet, bei denen das Protein nicht 
mit Brenztraubensdure gesattigt war; also unter Bedingungen, unter 
denen die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration der Brenz- 
traubenséure abhangt. Wiirde man nun bei der Zusammensetzung 
des Testes den Brenztraubensauregehalt des Plasmas nicht beriicksichti- 
gen, so ware bei den obigen Variationen die Brenztraubensaurekonzen- 
tration undefiniert und Unterschiede der Reaktionsgeschwindigkeiten, 
die man findet, k6nnten von der Verschiedenheit der Brenztrauben- 
siurekonzentrationen herriihren. 


Ergebnis. 
Aus den Abb. 11 und 12, in denen je eine Versuchsreihe mit Tumor- 
und mit Muskelferment graphisch dargestellt ist, sieht man: 


. daB Kaninchenplasma, sowohl Normal- wie Immunplasma, redu- 
zierendes Garungsferment enthalt (Kurven 4 und 5), 


. daB Normalplasma Rattenferment nicht hemmt (Kurven 1 und 2), 


daB Immunplasma Rattenferment hemmt (Kurven 1 und 3) und 


. daB Immunplasma Rattenferment aus Tumoren und Rattenferment 
aus Muskeln um den gleichen Betrag hemmt (vgl. die Abb. 1] und 12). 


‘ 


* Dies ist eine sehr bequeme und genaue Methode zur Bestimmung 
der Brenztraubensaure im Plasma. 0,5 cem Plasma sind fiir eine Bestimmung 
notwendig; 1 - 10-7 Mole kénnen mit einer Genauigkeit von 5% bestimmt 
werden. 


8 * 





FE. Kubowitz u. P. Ott: 


Wir haben im ganzen acht Kaninchen in der oben beschriebenen 
Weise behandelt. Die Hemmung, die in jedem Falle nach der Be. 
handlung vorhanden war, war bei den verschiedenen Tieren verschieden 
groB und betrug 10 bis 75%, wahrend das Plasma nicht behandelter 
Tiere in keinem Falle hemmte. 
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Abb. 11. Wirkung von Kaninchen-Normalplasma und Immunplasma auf Ratten-Muskel- 

Ferment. 23°. 4334 mu. py 7,45. Schichtdicke 2,93em. Bedeutung der Ziffern vgl. 

oben unter Variationen. 
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Abb. 12. Wirkung von Kaninchen-Normalplasma und Immunplasma auf Ratten-7'umor- 
Ferment. 23°. 3334mu. py 7,45. Schichtdicke 2,93cem. Bedeutung der Ziffern vgl. oben 
unter Variationen. 











Wir haben mit Plasma gearbeitet und nicht mit Gerinnungsserum, weil 
Serum — wahrscheinlich infolge von Haimolyse — im allgemeinen mehr 
reduzierendes Garungsferment enthalt als Plasma und aus methodischen 
Griinden ein méglichst geringer Eigenfermentgehalt der zu priifenden Blut- 
fliissigkeiten erwiinscht ist. In bezug auf die hemmende Wirkung verhilt 
sich I[mmunserum wie Immunplasma, 
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Konzentration der Brenztraubensdure. 


Wir haben gefunden, daB die hemmende Wirkung des Immun- 
plasmas von der Konzentration der Brenztraubensaiure abhangt, und 
zwar so, daB die Hemmung abnimmt, wenn die Brenztraubensaure- 
konzentration zunimmt (Abb. 13). 











024 6 8 0 t U6 1 wx 
brenetroubensiiurekonzen tration [Mole/biter) 
Abb. 13. EinfluB der Brenztraubensiurekonzentration auf die Hemmung 
durch Immunplasma. 





Dies ist methodisch und theoretisch wichtig; methodisch, weil man 
die Wirkung des Immunplasmas bei méglichst niedrigen Brenztrauben- 


siurekonzentrationen messen wird; theoretisch, weil aus dem Antago- 
nismus zwischen Brenztraubenséure und Antiferment folgt, daB beide 
Substanzen von der gleichen Stelle des Fermentproteins gebunden 
werden; daB also das Antiferment hemmt, indem es die Brenztrauben- 
siure von dem Fermentprotein verdrangt. 








Das Redox-Potential Methiimoglobin-Himoglobin*. 
(Hamiglobin-Himoglobin.) 
Il. Mitteilung. 
Von 
R. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 9, November 1942.) 
Mit 9 Abbiidungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung [1] hat der Verfasser gemeinsam mit 
K. Wolff iiber Messungen des Redoxpotentials des Systems Methaimo- 
globin-Hamoglobin berichtet, die ergeben hatten, dai das Potential! 
unterhalb py ~ 7 von der Wasserstoffionenkonzentration unabhangig 
ist, wihrend oberhalb pq ~ 7 das Potential sich je pa-Einheit um den 
Betrag 2,303 *e Volt vermindert. Dieses Ergebnis ist inzwischen von 
Taylor und Hastings [2] [3] [4] bestatigt worden, die auf Grund ihrer 
Messungen die Beziehung zwischen dem Redoxpotential und der Wasser- 
stoffionenkonzentration [H*] durch die folgende Gleichung ausdriickten : 
(H*) 
+ (H) e) 

Die Autoren geben fiir Z,, bei 30°C den Wert 0,168 Volt und fiir / 
den Wert 10~°® an. Havemann und Wolff (1) hatten die Konstante k 
durch die Annahme gedeutet, daB unterhalb py ~ 7 das Fe des Met- 
hamoglobins ionisiert sei, wihrend oberhalb py ~ 7 Hydrolyse eintritt, 
gemaB den folgenden Reaktionsgleichungen : 

Hb=Fe (2) = Hb=Fe (3)" + e, 
Hb=Fe (3)" + H,O = Hb=Fe (3) OH + H’. 

In der oben zitierten Arbeit [1] hatten wir bereits angenommen, dali 
die Konstante k der Gleichung (1) die Hydrolysenkonstante der Reak- 
tion (3) sei, d.h. 


Em = Em + 0,0601 log ;, 


[Hb=Fe OH] [H*] 4) 
(Hb=Fe*] ° 
Gewisse quantitative Unterschiede zwischen unseren Ergebnissen 

und denen von Hastings und Taylor (1. c.) bediirfen jedoch der Klarung. 

Die beiden amerikanischen Autoren haben mit Pferdehimoglobin 

gearbeitet, welches durch Umkristallisieren gereinigt worden war. 

waihrend wir mit Rinderhamoglobinlésungen arbeiteten, die nach dem 


k 


* Herrn Prof. W. Heubner zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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Verfahren von Lttisch und Groscurth [5] durch Elektrodialyse gewaschener 
Erythrocyten gewonnen worden waren. AuBerdem haben Taylor und 
Hastings bei einer anderen Temperatur (30° C) gemessen als wir (37° C) 
und haben es leider unterlassen, den Einflu8 der Temperatur auf das 
Potential zu untersuchen. 

SchlieBlich haben Taylor und Hastings noch im Gegensatz zu 
Havemann und Wolff berichtet, daB die Kurve, welche die Abhangigkeit 
des Potentials von dem Verhaltnis Methamoglobin : Gesamthimoglobin 
beschreibt, nicht den theoretisch zu erwartenden Verlauf habe, sondern 
asymmetrisch sei. Eine solehe asymmetrische Titrationskurve ware 
verstandlich, wenn das Methimoglobin das halbe Molekulargewicht des 
Hamoglobins hatte, d.h. wenn die Reaktionsgleichung der Methaimo- 
globinbildung folgendermaBen lauten wiirde: 


[Hb=Fe (2)], = 2 Hb=Fe (3) + 2e. (5) 


Die dieser Reaktionsgleichung entsprechende Formel fiir das 


Redoxpotentia! 

RT) (Hb=Fe (3)} 
2F [(Hb=Fe (2))9] 
wiirde zwar den von Taylor beobachteten Kurvenverlauf beschreiben, 
Formel (6) verlangt jedoch, daB das Potential von der Gesamt-Himo- 
globinkonzentration abhangt, was aber nach Messungen von Taylor 
nicht der Fall ist. Auf Grund der Messungen Svedbergs besteht auch 
kein Zweifel dariiber, daB Methaimoglobin das gleiche Molekulargewicht 
besitzt wie Hamoglobin. 

Es bleibt zur Erklarung des beobachteten asymmetrischen Kurven- 
verlaufs noch zu untersuchen, welche Folgerungen sich aus der von 
Coryell, Pauling und Dodson |6] entwickelten Theorie der Him-Ham- 
Beeinflussung fiir den Verlauf der Redoxpotentialkurve ergeben, womit 
sich bereits Coryell[7] beschaftigt hat, ohne allerdings mehr als an- 
deutungsweise auf die Befunde von Taylor und Hastings einzugehen. 
Bevor ich in eine eingehendere theoretische Diskussion der maBgeblichen 
Zusammenhiange eintrete, sollen im folgenden einige neue Daten tiber 
das Redoxpotential des Systems Hadmiglobin-Hdmoglobin mitgeteilt 
werden. Mit dieser Ausdrucksweise schlieBe ich mich (auch in meinen 
weiteren Ausfiihrungen) einem Nomenklaturvorschlag von Kiese [8] an, 
der — wie das auch sonst in der alteren chemischen Nomenklatur ein- 
gebiirgert ist — fiir die Haimoglobinverbindungen mit dreiwertigem 
Eisen die Bezeichnung der prosthetischen Gruppen mit einem i‘, fiir 


E = E, + (6) 


diejenigen mit zweiwertigem Eisen mit einem o endigen laBt. Auf diese 
Weise wird die gewif nicht schéne Bezeichnung ,,Met‘t-Hamoglobin 
iiberwunden, fiir die auch amerikanische Autoren bereits einen Ersatz 
gesucht haben. Die dort sich einbiirgernde Bezeichnung Ferri- bzw. 
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Ferro-Hamoglobin erscheint uns jedoch weniger gliicklich, als die 
Nomenklatur Kieses, die den Vorteil hat, auch auf andere Proteine 
mit prosthetischen Gruppen angewendet werden zu kénnen, wenn die 
prosthetischen Gruppen in zwei Oxydationsstufen auftreten kénnen. 


I. Methodik. 
a) Herstellung der Hamoglobinlésungen. 

Die spater beschriebenen Messungen wurden sowohl an Pferde- wie 
an Rinderhamoglobin ausgefiihrt. Das Pferdehimoglobin wurde genau 
der von Taylor und Hastings[3] ausgearbeiteten Methode folgend 
dargestellt. 

Die Rinderhamoglobinlésungen wurden durch Elektrodialyse ge- 
wonnen. Diesmal wandte ich jedoch nicht das von Lttisch und G'ros- 
curth{5| beschriebene Verfahren an, sondern benutzte den ,,Elektro- 
Schnell-Dialvsator** nach Brintzinger [9]. Als anodische und als katho- 
dische Membran verwendete ich die bei diesem Apparat iibliche Cello- 
phanmembran, die auch keinerlei besondere Vorbehandlung erfuhr. 
Trotz der im Vergleich mit dem von Lttisch [10] beschriebenen Elektro- 
dialysator sehr groBen Membranfliche des Apparats von Brintzinger 
dauert die Elektrodialyse im Elektro-Schnell-Dialysator bei Verwendung 
von destilliertem Wasser als Spiilfliissigkeit wesentlich Janger als in dem 
Apparat von Httisch. Der Grund ist die sehr schlechte Kiihlung, die es 
nicht gestattet, mit gréBerer Stromstarke zu arbeiten, wenn man nicht 
einen gewaltigen Verbrauch an destilliertem Wasser in Kauf nehmen 
will. Auch traten bei der Elektrodialyse von Blutkérperchenbrei nach 
Verdiinnung mit dem gleichen Volumen Wasser sehr starke Schwan- 
kungen der Wasserstoffionenkonzentration ein, wie sie bereits von 
Ettisch und Groscurth|5| bei Verwendung gleicher anodischer und 
kathodischer Membran beobachtet worden sind. Bei dieser Arbeits- 
weise ware eine befriedigende Elektrodialyse nur unter standiger Kon- 
trolle der Wasserstoffionenkonzentration und unter dauernder Kom- 
pensation etwaiger Verschiebungen des py durch Zugabe von Saure 
bzw. Lauge méglich gewesen. Hierdurch wiirde die Dauer der Elektro- 
dialyse in kaum tragbarer Weise verlangert werden. 

Diese Schwierigkeiten lieBen sich jedoch vollig itberwinden, wenn 
in der ersten Phase der Elektrodialyse, in der der gréBte Teil der Elektro- 
lyte herausgeht, mit einem schnellen Strom von Leitungswasser gespiilt 
wurde. Abgesehen davon, daf nun keinerlei gefahrliche Temperatur- 
steigerung trotz groBber Stromstarke (1 bis 1,5 Amp.) eintrat, war auch 
der pu-Wert der Lésung niemals auBerhalb der Grenzen, die durch das 
Ausgangs-py und den isoelektrischen Punkt des Hamoglobins gezogen 
sind, Nachdem in etwa 2 bis 3 Stunden die Stromstarke bei der Leitungs- 
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wasserdialyse und 220 Volt Badspannung konstant geworden war, wurde 
mit destilliertem Wasser zu Ende dialysiert. Hierbei sinkt wegen der 
sehr viel schlechteren Leitfahigkeit des destillierten Wassers die Strom- 
starke sofort sehr erheblich. Der Verlauf einer solchen Elektrodialyse 
ist in Abb. 1 dargestellt. Nach Beendigung der Dialyse wurden die 
koagulierten Stromata und Glo- Leitumgswasser | dest Wesser 


buline scharf abzentrifugiert. > T “4 
Pu | 





Die erhaltenen Rinderhamo- 
globinlésungen waren isoelek- | 


trisch und ohne irgendwelche 7 


Triibung. Sie sind bei Aufbe- 
wahrung im Eisschrank sehr lange 
haltbar (14 Tage bis 4 Wochen), 
da das Bacterienwachstum durch | ‘is eee 
das Fehlen der Elektrolyte ge- 55 ; a sa wee eee 
hemmt ist. Die bei langerer 5a. 

‘ . ce Abb. 1. Verlauf der Elektrodialyse im 
Aufbewahrung eintretende teil- Elektroschnelldialysator nach Brintzinger. 
weise Umwandlung in Hami- (50% ige Lisung von Blutkérperchenbrei in 

. . en ‘ x dest. Wasser). 
globin ist fiir die vorliegenden 
Untersuchungen ohne Belang. Sie laBt sich jedoch leicht C1reh Um- 
wandlung des Oxyhimoglobins in Kohlenoxydhamoglobin vermeiden. 
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b) Messung der Redoxpotentiale und die py-Messung. 


Zur Messung der Redoxpotentiale wurde die in Abb. 2 skizzierte 
Apparatur verwendet. Das TitrationsgefaiB | ist doppelwandig, ebenso 
die GefaBe 2 und 3, in denen die zwei Kalomelelektroden untergebracht 
sind. Die Raume zwischen den beiden Wandungen der drei GefiBe 
wurden von einem Ultrathermostaten nach Héppler mit temperierter 
Thermostatenfliissigkeit durchstr6mt. Der Temperaturabfall nach 
Durchtritt durch die drei GefiBe konnte an den beiden Thermometern 
beobachtet werden, die sich an den Kalomelelektroden befanden. Er 
betrug bei der héchsten MeBtemperatur (45°C) nur etwa 0,5°. Als 
Temperatur im TitrationsgefaB 1 wurde der Mittelwert zwischen Ein- 
gangs- und Ausgangstemperatur genommen. Zu den weiteren Einzel- 
heiten der Apparatur, soweit sie nicht aus der Abb. 2 ersichtlich sind, 
ist noch zu bemerken: Der durch eine biegsame Welle iiber ein kleines 
Vorgelege von einem Elektromotor angetriebene Glasriihrer rotierte 
mit etwa 200 U/min, wobei die Fliissigkeitsoberfliche noch ganz wirbel- 
frei str6mte und kein Schaum entstand, der eine schnelle Oberflachen- 
denaturierung bewirken wiirde. Das TitrationsgefaB und die Vorrats- 
gefaBe der Mikrobiiretten wurden von sogenanntem ,,reinem‘* Bomben- 
stickstoff durchstrémt, der iiber einer 1 m langen Schicht von Kupfer- 
spinen bei 400°C von den letzten Spuren von Sauerstoff befreit war 
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und vor dem Eintritt in das Titrationsgefa8 noch Waschflaschen mit 
Schwefelsiure, Kalilauge und Wasser passiert hatte. Fir Schlauch- 
verbindungen wurde ein kautschukfreier Schlauch aus synthetischem 
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Abb. 2. Apparatur zur Messung von Redox-Potentialen. 
1 Titrationsgefa8, doppelwandig, 2 und 3 Kalomelelektroden, 4 Biirette, 5 Pt-Elektrode 
in Normal-Schliffhiilse, 6 Riihrer mit 7 Quecksilberdichtung, 8 Einleitungsrohr fiir N,, 
9 Verbindungsrohr mit K Cl-Vorratsgefi® mit Glasfritt und Agar-Pfropf zum Anschlué 
der Kalomelelektroden. 


Material verwendet (sog. Ultraschlauch), der véllig undurchliissig fiir 
Gase ist. Das Gaseinleitungsrohr tauchte nicht in die Hamoglobin- 
lésungen ein, sondern endete etwa lcm oberhalb des Fliissigkeits- 
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spiegels. Die Potentiale wurden an zwei stets gleichzeitig in die Lésung 
eintauchenden blanken Platinelektroden gemessen. 

Zur Potentialmessung wurde ein groBes Kaskadenpotentiometer 
von Hartmann und Braun verwendet in Verbindung mit einem schnell- 
schwingenden hochohmigen Spiegelgalvanometer mit einer Empfindlich- 
keit von 1,5- 10-9 Amp./m/mm* mit 2m Lichtzeigerlange. Mit Hilfe 
dieses Nullinstruments konnten die Potentiale auf 0,01 mV _ genau 
gemessen werden. Diese Genauigkeit ist natiirlich fiir das Ergebnis 
der Messungen ohne Belang, da die iibrigen Fehlerquellen, die die 


‘GréBe der Potentiale beeinflussen, einen viel zu groBen EinfluB haben. 


Die groBe Genauigkeit der Potentialmessung bietet jedoch den Vorteil, 
zeitliche Veranderungen des Potentials in sehr kurzer Zeit einwandfrei 
erkennbar zu machen. 

Zur py-Messung diente eine Schottsche niederohmige Gaselektrode, 
deren Potential mit dem gleichen Potentiometer auf etwa 0,15 mV 
genau gemessen werden konnte. Die Glaselektrode (K6lbchenmodell 
ohne Metallbelag) befand sich gleichfalls in einem ahnlich wie das 
TitrationsgefaB gebauten doppelwandigen GlasgefiB, dessen hohle 
Wandung vom Ultrathermostaten mit temperiertem Wasser durch- 
stroémt wurde. Die Potentiale wurden durch zwei gesattigte Kalomel- 
elektroden abgeleitet. Bei diesen Messungen wurde zur Erreichung 
aperiodischer Einstellung das Spiegelgalvanometer durch einen Wider- 
stand von 10000Q kurzgeschlossen. 

Bei den Redoxpotentialmessungen wurde zur Beschleunigung der 
Potentialeinstellung Thionin als Potentialvermittler den Lésungen 
zugesetzt. Das Redoxpotential von Thionin ist nur wenig von dem des 
Hamiglobins verschieden und ist in derselben Weise vom py abhangig, 
wie Hamiglobin oberhalb py 7. Es ist deshalb als Potentialvermittler 
sehr geeignet. Die Potentialeinstellung, die in reinen Hami-Hamo- 
Globinlésungen mehrere Stunden Zeit benétigt, wird durch Thionin 
sehr stark beschleunigt, so daB bereits in etwa 15 Minuten Konstanz 
der Potentiale erreicht wird. 

Das Elektrodengefaf wurde bei den Messungen stets mit 10 ccm 
einer 12- bis 15 %igen Haimoglobinlésung, 50 ccm eines m/15 Phosphat- 
gemisches und 0,15 cem Thioninlésung beschickt. Alle Lésungen waren 
luftgesittigt. Die zugefiigte Thioninmenge war 2% der Hamoglobin- 
menge aquivalent. Eine Verfalschung der Potentiale wird durch diesen 
geringen Zusatz nicht verursacht. 

Wahrend der Riithrer lief und Stickstoff die Apparatur durch- 
strémte, wurde durch den Stutzen, der spaiter zum Einsetzen der Biirette 
diente, solange festes Natriumhyposulfit (Na.S,0,) in die Lésungen 


* Hersteller W. Kauhausen, Berlin-Dahlem. 
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eingeschiittet, bis das von den Platinelektroden angezeigte Potentia| 
stark negativ geworden war. Ein groéRerer UberschuB von Natrium. 
hyposulfit wurde peinlichst vermieden. Darauf wurde sofort damit 
begonnen, den vorhandenen geringen Uberschu8 von Natriumhyposulfit 
durch ZuflieBenlassen von n/50-Kaliumferricyanid weitgehend zu be. 
seitigen. Dies war daran zu erkennen, daB kleine Mengen Ferricyanid 
plétzlich eine kurz anhaltende starke Positivierung des Potentials 
bewirken. Hierauf wurde etwa 15 Minuten bis zur gleichmaBigen 
Sattigung mit Stickstoff gewartet. Darauf wurde vorsichtig in kleinen 
Schritten der ganze etwa noch vorhandene HyposulfitjiberschuB be- 
seitigt, so daB der Beginn der Oxydation des Haimoglobins zu Hami-. 
globin ganz sicher erkennbar war. 

Eine rechnerische Ermittlung des Titrationsbeginns, wie sie von 
Taylor und Hastings durchgefiihrt wurde, wollten wir unbedingt ver- 
meiden, da sie eine Kenntnis des grundsatzlichen Verlaufs der Titrations- 
kurve voraussetzt. Da wir aber wegen der Angaben Taylors nicht 
sicher waren, ob die Kurven den von diesem Autor beschriebenen 
asymmetrischen Verlauf haben oder den von uns friither beobachteten 
symmetrischen, muBten wir danach trachten, den Titrationsbeginn 
moéglichst genau experimentell zu bestimmen. Dies ist auch in der 
beschriebenen Weise mit einem Fehler von nur wenigen Prozenten der 
gesamten Haimoglobinmenge méglich. Es wurden ausschlieBlich Oxyda- 

tionstitrationen mit n/50 Kaliumferri- 
pe | cyanid ausgefiihrt, da wir schon frither| | 
festgestellt hatten, daB bei der Reduk- 
tionstitration die gleichen Werte erhalten 
werden. 
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Nach Beendigung der Titration 
wurde die Lésung aus dem Titrations- 
gefaB in das GlaselektrodengefaB ge- 
fiillt, wobei der gréBere Teil der Fliissig- 
keit zum Durchspiilen diente. Die py- 
Messung wurde bei der gleichen Tem- 
peratur wie die Redoxtitration aus- 
gefiihrt. 
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II. Ergebnis. 
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1) Der V itration re. 
Abb. 3. Zur Symmetrie der Redox- a) Der Verlauf der Titratio skure 
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0: E>Eo, Eo = +198,5Millivolt, Hastings [2] [3] [4] tiber einen asym- 
T = 283,2°K, Py = 5,09. Ausge- . yr " ‘ ~ 
sugens Lindos besedinet 10k Bignld- metrischen \ erlauf der Tit rationskurve 
exponent n= 1,00; punktierte Linie:  konnte ich nicht bestatigen. Die Titra- 
berechnet __ fiir Sigmoidexponent 


0, = 1,12. tionskurve ist, wie auch theoretisch am 
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besten verstandlich, innerhalb unserer Versuchsfehler vollkommen 
symmetrisch. Sie folgt allerdings der einfachen Einelektronenforme! 
nicht exakt, worauf spaiter noch eingegangen werden soll. Abb. 3 zeigt 
eine Darstellung der Titrationskurve, bei der die beiden Aste um den 
Wendepunkt der Kurve derart herumgeklappt sind, daB sie zur Deckung 
kommen miissen, wenn der Verlauf symmetrisch ist. Wie man erkennen 
kann, ist eine systematische Abweichung der MeBpunkte vom sym- 
metrischen Verlauf nicht erkennbar. Der abweichende Befund der 
beiden amerikanischen Autoren bleibt mir unerklarlich. 


b) Die Abhdngigkeit des Redoxpotentials von der Temperatur und von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Ich konnte den bereits friiher erhobenen Befund [1] wiederum 

bestatigen, womit ich mich auch in Einklang mit Taylor und Hastings 

[2] [3] [4] befinde, daB das Redoxpotential des Himiglobins unterhalb 


pu7 vom py unabhangig ist, wahrend es oberhalb py 7 sich um 2,303 
t 


Volt je pu-Einheit vermindert. Zur Untersuchung der Temperatur- 
abhangigkeit des Potentials wurde zunachst eine Reihe von Messungen 
bei px 5 bis pu 6,5 durchgefiihrt, und zwar in dem Temperaturintervall 
+ 10° bis + 45°C. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle | 
zusammengestellt. 


Tabelle I. 





| Rinderhb, = R | Tempe- E Rinderhb. = R 
| Pferdehb. = P wr PH ‘ Pferdehb. = P 
6,61 + 0,198 R + 35,5 6,04 + 0,160 P 
6,62 + 0,199 P 5,05 + 0,159 
5,09 | + 0,200 R + 45 5,62 + 0,138 R 
6,63 + 0,183 R 5,42 + 0,139 
| 6,21 + 0,184 P 6,22, + 0,140 P 
5,95 + 0,183 P 5,21, + 0,137 P 
+. 35,5 | 6,40 + 0,161 R 6,05) + 0,138 R 





Aus Tabelle I geht hervor, daB das Potential stark temperatur- 
abhangig ist und daB kein erkennbarer Unterschied zwischen Rinder- 
und Pferdehimoglobin besteht. Der von Taylor und Hastings {2} [3] [4] 
bei 30°C gemessene Wert fiigt sich den hier mitgeteilten Werten sehr 
gut ein, wie weiter unten*in eine’ graphischen Darstellung noch gezeigt 
werden soll. 

Nach diesen ersten Messungen wurden weitere gleichartige 
Messungen auch im Alkalischen oberhalb py 7 ausgefiihrt. Samtliche 
hierbei erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt, die zeigt, daf 
sich der Beginn der pqy-Abhangigkeit des Redoxpotentiais mit steigender 
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Temperatur in Richtung kleinerer py-Werte verschiebt. Auch bei diesen 
Messungen konnten keine erkennbaren Unterschiede zwischen Rinder- 
und Pferde-Hamoglobin festgestellt werden. 

lm 

mV\ | . ij | 

200 ane as 
= 4. 0° | on 


in 
A 


0 Dy 


Abhiangigkeit des Redox-Potentials vom Py bei verschiedenen Temperaturen. 


Ill, Diskussion der Ergebnisse. 


Zum Verstaindnis meiner Ergebnisse ist es notwendig, hier zunachst 
kurz auf die von C. D. Coryell, L. Pauling und R. W. Dodson [6] ent- 
wickelte Theorie der Ham-Ham-Beeinflussung einzugehen. Diese 
Theorie wurde von diesen Autoren zundchst nur zur Erklarung der 
S-Formigkeit der O-Bindungskurve entwickelt, wobei die sehr genauen 
Daten von Ferry und Green [11] zugrunde gelegt wurden. Die Grund- 
annahme dieser Theorie ist, da die freie Energie der O.-Bindung an 
eine Him-Gruppe bei Bindung von zwei O,- an zwei benachbarte Him- 
Gruppen um einen bestimmten Betrag RT In « herabgesetzt ist. Fiir 
die Anordnung der vier Him-Gruppen des Hamoglobins gibt es zwei 
Moglichkeiten: Stellung der vier Hime in den Ecken eines Tetraeders 
oder in den Ecken eines Quadrates. Der Unterschied zwischen diesen 
beiden Konfigurationen besteht darin, daB im Tetraeder jede Haim- 
Gruppe drei Nachbarn, im Quadrat nur deren zwei besitzt. Eine Durch- 
rechnung der Theorie fiir diese beiden Méglichkeiten ergab tiber- 
raschenderweise eine erheblich bessere Anpassung an die experimentellen 
Daten bei Zugrundelegung der quadratischen Anordnung. Es sei hier 
nur darauf hingewiesen, daB die quadratische, d. h. paarweise Anordnung 
der Hime die leichte Spaltbarkeit des Hamoglobins in zwei Halb- 
molekiile besser verstandlich macht als eine tetraedrische Anordnung. 
Eine weitere wichtige SchluBfolgerung aus der Theorie von Coryell. 
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Pauling und Dodson ergibt sich fiir die Theorie einer zentralen Stellung 
der vier Haéme innerhalb des Proteinmolekiils, die der Verfasser im 
Zusammenhang mit der eigenartigen py-Abhangigkeit der Bildungs- 
geschwindigkeit von Hamiglobincyanid entwickelt hat (noch unver- 
éffentlicht). Nach der Theorie von Coryell, Pauling und Dodson er- 
streckt sich nimlich, wie oben dargelegt, die Him-Ham-Beeinflussung 
nur auf die direkten Nachbarn. Es besteht darum ein Unterschied 
zwischen den beiden isomeren halboxydierten Verbindungen: 
Hb—Hb—0, Hb -Hb—0, 
| und 
0, Hb—Hb Hb—Hb—O, 
trans-Form cis-Form 


Bei der trans-Isomeren fehlt die Him-Haim-Beeinflussung. Dies ist nur 
verstaindlich, wenn die vier Hime in geringem gegenseitigem Abstand 
angeordnet sind, so daB eine direkte Einwirkung einer Him-Gruppe 
auf ihren Nachbarn ohne Zwischenschaltung einer ,,leitenden‘‘ Protein- 
schicht angenommen werden mu. Ein geringer gegenseitiger Abstand 
der vier Hime verlangt aber — bei gleichzeitiger Beriicksichtigung der 
Spaltbarkeit des Hamoglobinmolekiils — zumindest eine Anordnung 
der gesamten prosthetischen Gruppe in einer Symmetrieebene des 
Molekiils. In Anbetracht der groBen réumlichen Symmetrie der Protein- 
molekiile erscheint also eine zentrale Anordnung der ganzen Gruppe 
als wahrscheinlich. 

Ein Vergleich der von Coryell, Pauling und Dodson [6] berechneten 
O.-Bindungskurve mit der nach der Hillschen [12] Formel berechneten 
ergibt Ubereinstimmung der Werte in dem Bereich zwischen 10 und 90 % 
Oxyhamoglobin. Die theoretisch nicht begriindbare Formel von Hill [12], 
die die experimentellen Ergebnisse bekanntlich sehr gut wiedergibt, 
wird also bestatigt. Zwischen dem Exponenten n der Hillschen Forme! 

[Hb] [0,]” 
[Hb—0O,] 
und der Konstanten x der Theorie der Him-Him-Beeinflussung besteht 
die folgende Beziehung, aus der sich die Wairmeténung RT In« der 
Haim-Ham-Beeinflussung berechnen ]éBt, da der Exponent sehr leicht 
aus den gemessenen Daten bestimmbar ist: 
4at+ 280% + 28a2?+424 
af + 1203+ 38a%+ 120+ 1° 


k (7) 


(8) 


n= 


Um zu einer vollstandigen Deutung der Ergebnisse unserer Redox- 
potentialmessungen zu gelangen, ‘ist. es notwendig, die Theorie der 
Haim-Ham-Beeinflussung zu beriicksichtigen. Dies geschieht am ein- 
fachsten, wie schon Coryell[7] gezeigt hat, durch Einfithrung von 
Sigmoidexponenten in die Massenwirkungsgleichungen entsprechend der 
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Hillschen Gleichung. Als Sigmoidexponenten bezeichnen wir den 
Hillschen Exponenten n, da er die S-Férmigkeit der Dissoziationskury: 
beschreibt. 
Wenden wir dieses Verfahren auf die Reaktionen (2) und (3) an 
so erhalten wir die folgenden Massenwirkungsgleichungen : 
[Hb=Fe (3)*] [e]”! 


[Hb=Fe (2)] ky, (99) 


{[Hb=Fe (3) OH] [H*]'? 
(Hb=Fe (3)*] 

Die Anderung A F° der freien Energie der Elektrodenreaktion (2) 
hingt mit dem Elektrodenpotential Ey und der Gleichgewichts 
konstanten k,; der Reaktion in der folgenden Weise zusammen: 

AF = §-H, = RT ink, (11) 
(§ = 1 Faraday = 96450 Coulomb). 


ko. (10) 


Hieraus folgt unter Einsetzung von (9): 


. 1, LH b=Fe (3)*] [e]” 9) 
~— eon R17 In [Hb—Fe (2)] (12) 
d.h. es gilt: 

yp, — BD yp, (Hb=Fe Gy") | RT 
— ie = § ™ (Hb=Fe ey) * F 

Division durch n, liefert: 
RT | {Hb=Fe(3)+] RT 
ni ¥ n [Hb—Fe (2)] a F In fe]. (14) 


n, In [e]. (13) 


Bei Beriicksichtigung der negativen Ladung der Elektronen ist 


. In [e] gleich dem gemessenen Potential , so daB sich schlieBlich 


ergibt: py — Bo, RP |, (hb=Fe (3)*) (15) 
: nm | ms [Hb=Fe (2)]° 
Formel (15) zeigt, daB der Sigmoidexponent n, bewirkt, daB die 
Redox-Titrationskurve einen je nach GréBe von n, flacheren Verlauf 
bekommt, als der einfachen Ein-Elektronenformel entspricht. Ein 
asymmetrischer Verlauf der Titrationskurve, wie ihn Taylor und 
Hastings [2] [3] [4] beobachteten, kann also durch die Haim-Him.- 
Beeinflussung nicht zustande kommen. In Abb. 3 ist auBer der von 
mir beobachteten Kurve noch die der einfachen Ein-Elektronenforme! (1) 
entsprechende Kurve gestrichelt eingezeichnet. Man sieht, da die 
beobachteten Werte hiervon abweichen. Das Verhaltnis zwischen den 
zu gleichen Abszissenwerten gehérenden Potentialwerten der punktierten 
einfachen Kurve zu den beobachteten Werten ist gleich n,. Fir 1, 
ergibt sich nach unseren Messungen im Mittel aller Versuche ein Wert 
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von 1,12. Die Abweichung von | ist gering, wesentlich geringer als bei 
der O,.-Bindung, wo » den Wert 2,62 besitzt. Die Ham-Him-Beein- 
flussung der Bindung von Elektronen ist also nur unbedeutend. Dies 
entspricht auch den Beobachtungen, die man bei der Bindung anderer 
geladener Partikel durch die prosthetische Gruppe gemacht hat: Bei 
der Bindung von F~- und SCN- wurden keine Abweichungen von der 
einfachen Massenwirkungsformel gefunden *. 

Um auch die Potentiale im Alkalischen oberhalb py ~ 7 berechnen 
zu kénnen, wo die Hydrolysereaktion (3) bzw. die Massenwirkungs- 
formel (11) fiir das Potential mafgeblich wird, muB unter Einfiihrung 
von (10) der Faktor [Hb=Fe (3)*] durch die Angabe der Gesamt- 
Hamiglobinkonzentration ersetzt werden, also durch den Term: 


[2 Hb=Fe (3)) = [Hb=Fe(3)*] + [Hb=Fe (3) OH). 
Aus Gleichung (10) ergibt sich: 
[Hb—Fe (3)"] = [ZHb=Fe (3)] sae ae (16) 


d.h. es gilt: 


[XZ Hb=Fe(3)] = [Hb=Fe (3)"] (1 + <a (17) 
[H*]"2/ 

oder: 

[2 Hb=Fe (3)] [H*]"2 


Hb=-F = 
[Hb==Fe(3) | ky + [Hy 


(18) 


Eingesetzt in (15) ergibt dies: 
_ By RT) (LHb=Fe@) om RE) (He (19) 
ny n, 8 {[Hb=Fe(2)] ' n, s ky + [H+}"2 ” 
Gleichung (19) zeigt, daB k in der von Taylor und Hastings mit- 
geteilten empirischen Funktion (1) die Hydrolysenkonstante k, aus 
Gleichung (10) darstellt, wie bereits von Havemann und Wolff [1] an- 
genommen wurde. Der Wert von k, kann in der Darstellung der Abb. 4, 
die die Abhangigkeit des Redoxpotentials von der Temperatur zeigt, 
leicht mit Hilfe des Schnittpunktes der beiden Asymptoten an die 
beiden Schenkel der Kurven gefunden werden. Wie man aus (19) leicht 
erkennen kann, ist im Schnittpunkt [H*]=k,. Diese Messungen 
liefern also die Temperaturabhangigkeit der Hydrolysenkonstanten kg. 
Hieraus kann, wie weiter unten gezeigt wird, die Wairmeténung der 
Hydrolysenreaktion berechnet werden. 
Wie aus (17) weiterhin hervorgeht, steht der von Taylor und 
Hastings [2] [3] [4] angegebene Faktor 0,0601 fiir den zweiten Term ihres 


* Bei SCN- eigene noch unveréffentlichte Messungen. Kiese u. Kaeske 
haben zwar bei der Bindung von N; einen erheblichen Sigmoid-Exponenten 
beobachtet (diese Zeitschr. 812, 121, 1942). 
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Ausdrucks fiir das Redoxpotential in Widerspruch zu der von ihnen 
beobachteten Abweichung der Titrationskurve, aus der sich ein mitt- 
lerer Wert fiir x, von 1,5 errechnet. 0,0601. ist nimlich genau gleich 
2,303 RT’ /§ fiir eine Temperatur von 30°C. Sind die Beobachtungen 
iiber den Verlauf der Einzelkurve richtig, so muB der sich aus ihnen 
ergebende Wert fiir x, als Divisor im letzten Term der Gleichung (19) 
wiederfinden. Der Wert von ny laBt sich durch sehr genaue Messung des 
Kurvenverlaufs im Gebiet des Ubergangs von der py-Unabhangigkeit 
zur pu-Abhangigkeit des Redoxpotentials bestimmen. Denn weiter im 
Sauren, wo k, gegen |H*] verschwindend klein wird, hebt sich der 
Exponent hinter dem Logarithmus gegen den Faktor vor dem Loga- 
rithmus. Der Verlauf der py-Abhangigkeit der Redoxpotentiale im 
Alkalischen zeigt nach unseren Messungen, daB n/n; = 1/n,_ ist. 
Hieraus ergibt sich, daB n. = 1 ist. Es zeigt sich also wieder, dab die 
Him-Ham-Beeinflussung bei der Bindung kleiner lonen (H*) zumindest 
so gering ist, da sie sich der Beobachtung entzieht. Auch die von 
Taylor und Hastings mitgeteilten Messungen zeigen fiir die Neiguny 
der py-Potentialkurve nicht den von diesen Autoren errechneten Wert 
0.0601 sondern ergeben 

ge we 
= 0.055. 

nis 
wenn man die Schwerpunktsgerade durch die in Abb. 6 ihrer Publika 
tion{3] eingetragenen Punkte zeichnet. Dies entspricht dem Werte 
ny 11. 

Ist [H*]>> ky, so verschwindet in (19) der letzte Term, d.h. / 
wird von der [H*} unabhangig. Ist umgekehrt [H*] < ks, so geht 
dieser Term iiber in: 

> op >on 
need In [H'] sei In 


3 - (20) 
‘ ny & ni & ky 


Vereinigt man in (19) nach Einsetzung von (20) die konstanten 


Glieder zu EF. 
BE, rh! l 
—— - In ; 


y1) 
ny ny 8 ke 


so geht (19) in die von Havemann und Wol/f [1] mitgeteilte Funktion 
iiber, die die py-Abhangigkeit des Redoxpotentials im Alkalischen 


beschreibt. 
Nach (11) gilt: 
RT 
~~ In &,. 
y 
Hieraus ergibt sich: 
Ey & 
Se 
Bei dieser Berechnung der Gleichgewichtskonstanten der Klektroden- 
reaktion (2) ist zu beriicksichtigen, da die gemessenen Werte von 


} . 
In ky 





, 
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Ko/n,, die in Tabelle I zusammengestellt sind, nicht die wirklichen 
Elektrodenpotentiale darstellen, sondern die Potentialdifferenzen gegen 
die Normal-H,-Elektrode sind, deren Potential durch Vereinbarung fiir 
alle Temperaturen gleich Null gesetzt worden ist. Die Folgerungen aus 
dieser Einschrankung werden anschlieBend besprochen. 


Aus der Temperaturabhaingigkeit der Gleichgewichtskonstanten 
laBt sich nach van ’t Hoff die Warmeténung der Reaktion berechnen, 


gemabB : 1H 


In ky — Py - 


+ Const. 


Tragt man /n k, gegen 1/7' auf, so erhalt man die Reaktionswarme 
aus der Neigung der erhaltenen Kurve. Abb. 5 zeigt die Abhangigkeit 
der dekadischen Logarithmen der Gleich- 
gewichtskonstante von 1/7’. Die Ab- — gs\—. OE Bias 
bildung zeigt, daB der von Taylor und 
Hastings bei 30°C gemessene Wert fiir 
KLo/n, sich gut in die hier mitgeteilten 
Werte einfiigt. Wegen der hohen spezi- 
fischen Warme der reagierenden Mole- 
kiile kann es nicht wundernehmen, daB 
die in Abb. 5 dargestellte Kurve nicht 





geradlinig ist. Hieraus geht hervor, da 
die Warmetonung der Hamiglobinbil- 
dung stark temperaturabhangig ist. In 
Abb. 6 ist die Temperaturabhangigkeit F 
der Warmeténung dargestellt. Nach 40 











: ; gf 38 5S OSS OSE 
den vorliegenden Messungen ergibt sich : 


also fiir 25°C: 
Hb-- Fe (2) 
- Hb=Fe(3)* +e + 16,0 keal. (23) 


Abb. 5. Temperaturabhiingigkeit von 
-.  _ Ub= Fe(3)+} fe] 
log Ky: : 
<a [Hb = Fe (2)} 


Messung von Taylor und Hastings: @. 


Dieser Wert ist nur wenig verschieden von der Wirmeténung der 
Bildung des Ferriions aus Ferroion, fiir die sich nach Bray und Her- 
shey {13} ergibt : 

Fe (2)** Fe (3)*** + e€ +17,8 keal. 


Aus der Temperaturabhingigkeit der Warmeténung, d.h. aus der 
Neigung der Kurve in Abb. 6, erhalt man den Unterschied der 
spezifischen Wairmen der Ausgangsstoffe und der Endprodukte der 
Reaktion : 10 0 0 

Bam ?Hb = Fe (2) PHb = Fet (3)" 


Aus unseren Messungen ergibt sich AC, mit der Temperatur an- 


) 
steigend zu 123 bis 290 cal/grad. Aus den Atomwarmen errechnet sich 
fiir die prosthetische Gruppe eine spezifische Wirme von 191 cal /grad. 
Demnach ist AC, von gleicher GriBenordnung wie die C 


» der ganzen 


g* 
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prosthetischen Gruppe, was nur verstandlich ist, wenn mit der Um 
wandlung des Hamoglobins in Hamiglobin erhebliche Strukturande- 
rungen des Proteinteils des Molekiils verkniipft sind. Dies ist in 
Anbetracht der erheblichen Unterschiede im Kristallbau auch seh: 
wahrscheinlich. 








Wegen der Einschrankungen, die bei der Berechnung von In i, 
aus den Potentialwerten infolge der Festlegung des Normal-H,-Poten 
tials gemacht werden miissen. 
sind die berechneten Werte fiir 
die Warmeténung (wie auch die 
nach gleicher Methode gemesse- 
nen Werte von Bray und Her. 
shey) nur die Differenzen zwischen 
der Warmeténung der Reaktion: 

2H+ +2e =H, +Q, i 
ow 3 w 35 ww in der man Q gemaB der Fest. | 
Abb. 6. Temperaturabhiingigkeitder Wirme- legung des Normal-H,-Potentials 

Hb=Fe@) Whe Fe@)t ve +aH, gleich Nullsetzt, und der Warme- 
ténung der vorliegenden Reak. | 
tion. Die wahre Warmeténung dieser Reaktion ist bis jetzt nicht | 
zuverlassig bekannt. Auch die Wairmeténung der Reaktion: 


Hb—Fe(3)* +H,O = Hb=Fe(3) OH + Ht 24) 
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Abb. 7. Temperaturabhiingigkeit Abb. 8. Temperaturabhiingigkeit der Wiirme- 
der Hydrolysenkonstante des ténung der Reaktion: 
Methimoglobin-Fe: Hb=Fet + H,O0 = Hb=FeO H + H+ + 4H. 






[Hb= Fe (3) 0 H) [H+) 
[Hb= Fe (3)+] 





Ko = 









1aBt sich in der gleichen Weise aus der Temperaturabhangigkeit der 
Gleichgewichtskonstanten k, dieser Reaktion bestimmen. Die Tem- 
peraturabhangigkeit der Hydrolysenkonstanten k, ist in Abb. 7 dar- 











at 


Ts 


tol 
er] 
un 


ha 
gel 


Tm 
ide- 
in 


sehr 


nk, 
ten 
sen, 
fiir 
die 
sse- 
Her- 
‘hen 
ion: 


‘est - 
bials 
‘me- 
eak- 
icht 


(24) 





Redox-Potential Methamoglobin-Hamoglobin. ILI. 


vestellt. Auch hier ist die Abhangigkeit von log k, von 1/7 nicht linear, 
d.h. die Warmeténung auch dieser Reaktion ist stark temperatur- 
abhangig. Die Temperaturabhangigkeit der Wairmeténung ist in Abb. 8 
dargestellt. Auch hier ergeben sich aus der Temperaturabhangigkeit 
der Warmeténung ahnliche Werte fiir 4 C,, namlich 190 bis 240 cal /grad, 
jedoch mit umgekehrtem Vorzeichen wie bei Reaktion (23). Diese 
natiirlich nicht sehr genauen Werte fiir AC, sind in Abb. 9 zusammen- 
gestellt. 

Im Gegensatz zu der Wairmetonung der Reak- 
tion (23) [Bildung von Hb= Fe (3)* aus Hb= Fe (2) | 
ist die Warmeténung der Reaktion (24) negativ, 
d.h. die Hydrolyse des ionisierten Hamiglobins 
verbraucht Wairme, denn die Hydrolyse nimmt 
mit steigender Temperatur zu. Die Warme- 
ténung der Bildung des hydrolysierten Hami- 
globins Hb = Fe(3) OH aus Hamoglobin Hb= Fe(2) 
ist deshalb nur gering, da sie gleich der Summe = 10 Led 

ne -_ pa ‘ 0 B SO BW" 
der positiven Warmeténung der Reaktion (23) und 


e in ‘ 4 Abb. 9. Temperatur- 
der negativen Warmeténung der Reaktion (24) ist : abhiingigkeit von 4C p. 


Hb=Fe(2) + H,O = Hb=Fe(3) OH + Ht +e +Quog + Quy. (25) 











Die Summe von Q., und Q.,4 ist kaum temperaturabhangig, wie 
aus Tabelle II ersichtlich ist, da sich AC, der Reaktion (23) und 
AC, der Reaktion (24) gerade aufheben: 


Tabelle II. Reaktionswirme Q,, + Q,, der Bildung von Hamiglobin 
im Alkalischen. 





Temperatur Qo3 Qos Qo; + Qos 
°C keal keal keal 


15 tL. 13,85 — 10,5 
25 15,8 12,5 
35 + 17,8 14,5 
41 + 19,0 — 15,7 

Das alkalische Haimiglobin hat demnach etwa die gleiche C, wie 
Hamoglobin. Die Warmeténung der Reaktion (25) betragt (Tabelle I1) 
nur etwa 3,3 kcal und ist damit erheblich geringer ais die Warme- 
ténung der Reaktion (23), die fiinf- bis sechsmal gréBer ist. Dies 
erklart vielleicht die groBe Stabilitat des Hamoglobins im Alkalischen 
und die Leichtigkeit der Bildung von Hamiglobin im Sauren. 


Zusammenfassung, 


Die Redoxpotentiale des Systems Haimoglobin-Hamiglobin (-Met- 
himoglobin) wurden in einem gréBeren py- und Temperaturgebiet 
gemessen. 
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Die Beobachtungen von Havemann und Wolff{1} und von Taylo 
und Hastings |2] [3] [4] betreffend die py-Abhangigkeit der Potential 
wurden bestitigt. Die Messungen wurden an Rinder- und Pferde 
himoglobin ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren bei beiden Spezies 
die gleichen. 

Die Beobachtungen von Taylor und Hastings tiber eine Asvmmetri: 
der Redoxpotential-Titrationskurve konnten nicht bestitigt werden 
Die von mir beobachteten Kurven waren symmetrisch. 

Aus den Abweichungen von der einfachen Einelektronenforme! 
ergibt sich ein Sigmoidexponent von 1,12 fiir die Reaktion der Oxydation 
von Hamoglobin zu Hamiglobin (Methimoglobin). Demnach ist dix 
Haim-Haim-Beeinflussung bei der Bindung von Elektronen durch die 
prosthetischen Gruppen nur gering. 

Bei der im Atkalischen eintretenden Hydrolyse des dreiwertigen Fe 
des Hamiglobins ist der Sigmoidexponent gleich 1, d.h. es ist keine 
Him-Ham-Beeinflussung bei dieser Reaktion feststellbar. 

Aus der Temperaturabhangigkeit des Redoxpotentials wurde die 
Warmet6nung der Hamiglobinbildung sowie die Warmetonung det 
Hydrolyse berechnet. Aus der Temperaturabhangigkeit der Warme- 
ténungen ergibt sich fiir ionisiertes Hamiglobin eine erheblich geringere 
spezifische Warme (AC, ~ 200 cal/grad) als fiir Hamoglobin und hydro. 
lysiertes Hamiglobin. Im Gegensatz zur Bildung des ionisierten 
Hamiglobins aus Himoglobin unterhalb py ~ 7, bei der Warme frei- 
gesetzt wird, wird zur Hydrolyse des ionisierten Hamiglobins im 
Alkalischen oberhalb pu ~ 7 Warme verbraucht. Da die Differenz der 
beiden Warmet6nungen nur 3,3 kcal betragt, ist die Warmetoénung der 
Hamiglobinbildung im Alkalischen nur etwa !/; der Warmetonung im 
Sauren, wodurch sich die Stabilitét des Haimoglobins im Alkalischen 
und die Leichtigkeit der Hamiglobinbildung im Sauren erklart. 
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Molekulargewicht der Biokolloide nach der Methode 
der longitudinalen Streuung und seine durch Wiirme 
und Licht hervorgerufenen Verinderungen. 

Von 
W. W. Lepesehkin. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 28, Mai 1912.) 


I, Kinleitung. 

In einem fritheren Aufsatz in dieser Zeitschrift wurde gezeigt, dal 
die longitudinale Streuung (Plotnikow-Effekt) ultraroter Strahlen in 
Proteinlésungen uns einen AufschluB tiber das Molekulargewicht der 
Proteine zu geben vermag (Lepeschkin, 1941). Bei der Verwendung von 
dunkel- und ultraroten Straklen wird der T'yndall-Effekt der Protein- 
lé6sungen ausgeschlossen, so daf} die Streuung dieser Strahlen eine reine 
longitudinale Streuung ist. Es wurde gezeigt, daB in diesem Falle die 
Starke der Lichtstreuung bei den gleichen Konzentrationen der L6sungen 
in den Grenzen der Genauigkeit der Methode der Kubikwurzel aus dem 


Molekulargewicht der Proteine proportional ist. In Ubereinstimmung 
mit den bekannten Untersuchungen von The Svedberg wurde gefunden, 
daB das Molekulargewicht des Eialbumins im isoelektrischen Punkt 


seine maximale GréBe erreicht, waihrend es bei der VergréBerung des 
pu-Wertes der Lésung sich vermindert, bis es ungefahr doppelt so klein 
wird wie im isoelektrischen Punkt. In diesem Proze} des molekularen 
Zerfalls scheint die Wasseraufnahme durch die Molekiile, die im iso- 
elektrischen Punkt am geringsten ist, eine ausschlaggebende Rolle zu 
spielen. Zusatze von Glycerin und Natriumchlorid, die den Albumin- 
molekiilen einen Teil des Micellarwassers entziehen, wirken ahnlich 
wie die Annaherung an den isoelektrischen Punkt und rufen gréBere 
Molekiile hervor. 

In einer spaiteren Arbeit wurde gezeigt, daB die gefundene Ab- 
hangigkeit der Starke der longitudinalen Streuung vom Molekular- 
gewicht der streuenden Substanz auch auf Polystyrole anwendbar ist. 
(Lepeschkin, 1942). Der Vorteil der verwendeten Methode liegt in der 
Moéglichkeit, das Molekulargewicht nicht nur geléster, sondern auch 
fester Substanzen abzuschatzen, wie an Polystyrolen gezeigt wurde. 
Zum ersten Male wird in der vorliegenden Arbeit das Molekulargewicht 
der Gelatine bei Temperaturen bestimmt, bei welchen sie zu einer 
Gallerte erstarrt. Auch wurde das Molekulargewicht der Starkepoly- 
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saccharide und seine Verainderung beim Erhitzen sowie die Veranderung 
des Molekulargewichts des Albumins bei der Denaturierung durch 
Hitze bestimmt. 


2, Methodisches, 


Die Apparatur zur Bestimmung der longitudinalen Streuung 
ultraroter Strahlen ist in meinem frither in dieser Zeitschrift publizierten 
Aufsatz ausfithrlich beschrieben. 


Es sei daran erinnert, da®B im verwendeten Apparat ein Lichtbiindel 
aus schwach konvergierenden dunkel- und ultraroten Strahlen (Licht 
filter R. G. 5 Schott, Jena) durch eine 10 mm dicke Schicht der zu unter- 
suchenden, in einer planparallelen Kiivette befindlichen Proteinlésung 
geleitet und die dabei entstehende Streuung durch eine photographische 
Platte (Agfa, Infrarot, 800, Rapid) aufgenommen wurde, Das Lichtbiinde! 
wurde durch eine. streifenférmige horizontale Kupferblende am unteren 
Kiivettenrande abgehalten, die es im Abstande von 2 mm von ihrem oberen 
Rande traf. Die gestreuten Strahlen bildeten auf der hinter die Kiivette 
gestellten Platte (nach deren Entwicklung) ein schwarzes Kreissegment, 
dessen Fliche, in qmm ausgedriickt, das MaB fiir die Streuungsstirke gab. 
Es wurde angenommen, daB das Zentrum des Streuungssegments am 
oberen Rande des Lichtbiindels liegt, und die Flache desselben wurde nach 
der Forme! berechnet: F’ = 0,39 B? + 6, wobei B die Breite des Segments, 
gemessen an der Kupferblende, in mm darstellt, so daB F/ in qmm aus- 
gedriickt wurde. 

Bei der Untersuchung der Temperaturwirkung auf Proteine wurden 
ihre Lésungen entweder nach Erwairmen und Abkiihlen zur Bestimmung 
der Streuung verwendet oder sie wurden in der Kiivette selbst erhitzt, 
wobei die Temperatur der Lésung wihrend der Aufnahme der Streuung 
konstant war. Um die Temperatur in der Kiivette konstant zu halten, 
wurde in den vorderen Kassettenraum, hinter den Aluminiumvorhang, ein 
U-férmiges Glasrohr eingefiihrt, das in die Kiivette bis zur Halfte seiner 
Hohe eintrat. Durch dieses Rohr wurde fortwihrend Wasser von einer 
konstanten Temperatur geleitet. Die Lésung in der Kiivette wurde gleich- 
zeitig mittels eines Aluminiumdrahtes (eingeftihrt hinter den Aluminium- 
vorhang) dauernd geriihrt; die Temperatur wurde mit einem diinnen in 
die Kiivette (hinter dem Aluminiumvorhang) eingefiihrten Thermometer 
gemessen. Sobald diese ungefahr konstant war, wurde das Licht im Zimme: 
ausgeléscht, die photographische Platte in den hinteren Kassettenraum 
hinter die Kiivette gestellt, mit dem Schiebedeckel bedeckt und die Kassette 
in den Kassettenhalter des Apparats gestellt. Die Temperaturschwankungen 
in der Kiivette waren nicht gr6éB8er als 1°C, 

Beim Belichten der Albuminlésung mit Sonnenlicht mit oder ohne 
Filtration der Strahlen durch den Lichtfilter (U. G. 2, Schott) wurde die 
Lésung den direkten Sonnenstrahlen in einem in meiner friiheren Arbeit 
beschriebenen GefaéB (vgl. Lepeschkin, 1942a) ausgesetzt. Eine Wand 
dieses prismatischen GefaiBes bildete den eben erwahnten Lichtfilter, 
wihrend die anderen Glaswinde entweder mit schwarzem Papier bedeckt 


oder direkt den Sonnenstrahlen ausgesetzt wurden. Im ersteren Falle 


wurden diese durch den Lichtfilter filtriert, so daB die Albuminlésung 
hauptsachlich durch ultraviolette Strahlen von einer Wellenlainge zwischen 
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312 und 366 mu belichtet wurde. Das GefaB befand sich in einer groBen 
mit Wasser gefiillten Kristallisierschale und ragte nur mit seiner Fiillréhre 
aus dem Wasser heraus. Durch Regulation des Zu- und Abflusses wurde 
die Temperatur des Wassers in der Schale konstant gehalten (17°C). 


3. Molekulargewicht des Eialbumins und seine Verainderung 
durch Erwirmen und Licht. 


Im oben zitierten Aufsatz wurde beim Vergleich der longitudinalen 
Streuung verschiedener Proteine angenommen, da das Molekular- 
gewicht des Eialbumins gleich 34000 ist. Es ist aber in letzter Zeit 
darauf hingewiesen worden, daB dieses Molekulargewicht, wenigstens 
bei kristallisiertem Ovalbumin, gréBer ist. So berechnete Polson (1939) 
aus Sedimentations- und Diffusionskonstanten dieses Molekulargewicht 
zu 43800, wahrend die Untersuchung des Sedimentationsgleichgewichts 
40500 ergab. 


Die Methode der longitudinalen Streuung gestattet nicht, die 
absoluten Werte der Molekulargewichte zu bestimmen, so da nur der 
Vergleich der Streuung einzelner Proteine uns das Verhaltnis ihrer 
Molekulargewichte ergibt. Meine Versuche zeigten (Lepeschkin, 1941), 
daB das Verhiltnis der Streuungsgr6Ben von Oxyhimoglobin und 
Eialbumin 1,22 ist, wihrend das Verhaltnis der Kubikwurzeln ihrer 
Molekulargewichte 1,25 und also um 2,4 % gréBer ist. Polson berechnete 
das Molekulargewicht von CO-Hamoglobin aus Sedimentations- und 
Diffusionskonstanten zu 63000 und nach dem Sedimentationsgleich- 
gewicht zu 68000, d.h. zu demselben Wert, wie die meisten Autoren 
ihn annehmen und wie er in meiner Arbeit angenommen wurde. Die 
Kubikwurzeln aus dem Verhaltnis der Molekulargewichte von Hamo- 


globin und Eialbumin nach der ersteren Methode ist also | 63000 /43 800 


= 1,13 und nach der anderen Methode: )68000/40500 — 1,19. Der 
erste Wert ist um 7,3 % und der zweite um 2.5% kleiner als das Ver- 
haltnis der Streuungen. Es ist also méglich, daB das Molekulargewicht 
des von mir untersuchten Albumins zwischen 34000 und 40500 liegt 
und etwa 37000 ist. 


Bei der Bestimmung der Molekulargewichte des Eialbumins wurde 
die Versuchstemperatur wenig beachtet. Indessen kénnen die Tem- 
peraturverinderungen sowohl Desaggregationen als auch Aggregationen 
der Teilchen hervorrufen (Ulman, 1936). Wie meine Beobachtungen 
zeigen, rufen die Temperaturverinderungen auch eine Veranderung 
der Streuung der Albuminlésungen hervor, die auf die Veranderung 
des Molekulargewichts dieser Substanz bei verschiedenen Temperaturen 
hinweisen. 
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Albumen ovi siccum (Merck) wurde in dest. Wasser gelést und di 
Lésung vollkommen klar filtriert, bis sie keinen T'yndall-Effekt im Dunke!| 
rot (Lichtfilter R. G. 5, Schott) zeigte. Da Albumin Globulinspuren enthalt, 
die beim Einstellen des py auf den isoelektrischen Punkt eine schwachi 
Triibung in der Lésung hervorrufen, wurden derseitben 8°, NaCl zugesetzt 
Das py der Lésung wurde mittels Essigsiure auf 4,8°, gestellt. Die Kon 
zentration des Albumins in der Lésung war 9,5°> (bestimmt durch Trockne: 
bei 100°C, Extraktion mit Wasser und mehrmaliges Trocknen bei 120°C). 
In den folgenden Versuchen (vgl. Tabelle 1) war die Temperatur wahrend 
der Aufnahme der Streuung, die 3 Minuten dauerte, konstant. Um dir 
Bildung von Tautrépfchen an den Kiivettenwiinden bei niedriger Tern 
peratur zu vermeiden, wurden diese mit Glycerin bestrichen. 


Tabelle I. Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen (Licht 
filter R.G.5, Schott) in einer 9,5°% igen Lésung von Eialbumin 
Schichtdicke 10 mm. 





Temperatur Streuungssegmente 
in°C a Te PMS. CRS OT REN Gr 
: B (Breite in mm) F (Fliche in qmm) 
3 os 212 
20 24 230 
36 28,5 323 
40 25 244 


In meiner oben zitierten Arbeit wurde gezeigt, da ein Teil der 
Strahlen, fiir welche die verwendeten Platten empfindlich sind, durch 
Albuminlésungen absorbiert wird, so daf der wahre Wert der longitu- 
dinalen Streuung einer 9,5% igen Albuminlésung um 24% gr6Ber war 
als ihr Wert, der auf der Platte gemessen wurde. Die Absorption der 
Strahlen anderte sich nicht mit der Temperatur. Somit waren die 
wahren Werte der Streuung in der Tabelle I: 263, 285, 400 und 302 
Nehmen wir an, daB das Molekulargewicht bei 26° gleich 34000 ist. 
so ist es bei der Anwendung der kubischen Regel bei 3° 34000 : (285 263)" 

26000, bei 36° 34000 ; (400/285)? — 91000 und bei 40° 40400. 

Wihrend bei Temperaturen von 0 bis 20° die Verainderungen des 
Molekulargewichts von Eialbumin vollkommen reversibel sind, ruft 
die Erwirmung der Lésung bis 36° und héher eine teilweise reversible 
Veranderung des Molekulargewichts hervor. Wurde z. B. die Lésung. 
die bis 36° erhitzt worden war und bei dieser Temperatur die Streuung 
F — 323 zeigte, wieder bis 20° abgekiihit, so zeigte sie F = 280, wahrend 
sie vor der Erhitzung F = 212 hatte. Am nachsten Tage zeigte diesel be 
Losung F — 269. Erst allmahlich werden also die gréBeren Molekiile 
durch die Molekularbewegung wieder zerrissen. 

In den folgenden Versuchen wurde die Lésung nur 1 Minute bei 
der betreffenden Temperatur und bei 76° sogar nur eine Viertelminute 
erhitzt, dann wieder abgekiihit und die Streuung der Lésung gemessen 
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Die Aufnahme derselben fand in allen Fallen bei 23° statt. Die Resultate 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I]. Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen (Licht- 
filter R:G.5) in einer 11,5°,igen Lésung von Eialbumin nach ein- 


maliger Erhitzung bei der angegebenen Temperatur. 





Veriinderung des 
mittleren Molekular- 
a anenh Wane . gewichts 

B (Breite in mm) F (Fliche in qmm) (das bej 23° 1) 


‘Tempe- Streuungssegmente 
ratur 
in ’C 


23 27 290 
37 35 484 

40 27,5 301 sl 
53 24,5 239 0,6 
60 30,5 366 1,9 
70 23,5 221 0,4 


Zur Tabelle IL ist zu bemerken, da} die Erhitzung der Albumin- 
losung sogar bei 76° wahrend der angegebenen Zeit keine Triibung 
hervorruft und die Lésung keinen Tyndall-Effekt im Dunkelrot auch 
nach solcher Erhitzung zeigt. Sicher findet eine Denaturierung des 
Albumins statt, sie ist aber bei weitem nicht vollstandig und das ge- 
gebildete denaturierte Albumin koaguliert nicht bei dem angegebenen pu, 
da seine Konzentration nur gering ist: die Teilchen bleiben so klein, 
daB sie im Dunkelrot keinen 7'yndall-Effekt hervorrufen. 


Da die Versuche mit ein und derselben Lésung gemacht wurden, 
welche nacheinander auf die verschiedenen Temperaturen erhitzt wurde, 
so zeigen die in Tabelle II angefiihrten Resultate, daB die bei 37° infolge 
einer Polymerisation (Aggregation) gebildeten groBen Molekiile bei 
héheren Temperaturen wieder zerfielen, bis sie nach der Erhitzung 
bei 70° kleiner als in der urspriinglichen Losung wurden. Dieses Resultat 
bestatigt die Annahme des Verfassers (vgl. Lepeschkin, 1922, 1922a, 
1923 und 1923a), daB die Hitzedenaturierung der Proteine von einer 
Hvydrolyse der Proteinmolekiile begleitet wird. 

Kine analoge Wirkung auf das Molekulargewicht des Eialbumins 
iibt auch Licht aus, wie aus dem folgenden Versuch zu ersehen ist. 


Eine 9,5 °cige Lésung des Eialbumins wurde in dem in Abschnitt 2 
erwihnten GefaB entweder der Wirkung hauptsachlich der sichtbaren 
und nur eines kleinen Teiles der ultravioletten Strahlen des direkten 
Sonnenlichts (Lichtfiltration durch Glas) oder eines starkeren Teiles 
der ultravioletten Strahlen dieses Lichtes (Filtration durch das Licht- 
filter U. G. 2, Schott, Jena) ausgesetzt. Die Belichtung fand bei wolken- 
losem Himmel zwischen 11 und 15 Uhr Ende April statt. Die Resultate 


sind in Tabelle II] angegeben. 
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Tabelle II]. Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen (Licht- 
filter R.G.5) in einer 9,5%igen Lésung von Eialbumin nach der 
Belichtung. 

Bedeutung der Buchstaben vgl. Tabelle I. 





Streuungs- Verainderung des 
Belichtungs- segmente mittleren Molekular- 
zeit $ gewichts (das vor der 

B F Belichtung = 1) 


Vor der Belichtung 24 230 I 
Lichtfiltration durch Glas ....... 11—13 29,5 | 345 6 
Lichtfiltration durch Filter U. G. 2 

(ultraviolette Strahlen) 11—138 26,5 | 279 2 
Dasselbe 11—16 22 195 6,6 


Aus Tabelle IIT ist zu ersehen, daB starkes, sichtbares Licht eine 
VergréBerung des Molekulargewichts bewirkt und daB bei einer ver- 
haltnismaBig kleinen Starke der ultravioletten Strahlen diese zuerst 
eine VergréBerung des Molekulargewichts des Eialbumins und erst bei 
weiterer Wirkung eine Spaltung der Molekiile veranlassen, die wahr- 
scheinlich als Hydrolyse aufzufassen ist. 

DaB Hitze und Belichtung auf Proteine ahnlich wirken, wurde mehrmals 
ausgesprochen (Literatur bei Lepeschkin, 1938, 8. 192). Eine Verstirkung 
der longitudinalen Streuung ultraroter Strahlen und Polymerisation bei 
der Belichtung mit schwachen ultravioletten Strahlen wurde neuerdings 
auch fiir Vitaide (Vitaproteide) der Erythrocyten beobachtet, wahrend bei 
einer stirkeren Belichtung mit allen Strahlen des direkten Sonnenlichts 
eine Verminderung der Streuung und des Molekulargewichts der Vitaide 
eintrat (Lepeschkin, 1942). Auch in dem Falle der Vitaide war die Polymeri 
sation nur zum Teil reversibel. Die Spaltung der Hamocyaninmolekule 
unter der Einwirkung der Belichtung mit starken ultravioletten Strahlen, 
wobei die Molekiile halb so groB wurden, haben The Svedberg und Brohult 
(1938) angegeben. Nach den Angaben von Kausche, Pfankuch und Ruska 
(1941) werden Tabakmosaikvirus-Stabchen von 320 my durch starke ultra 
violette Strahlen zu Stabchen von 120 mu zerschlagen. Es ist wahrscheinlich, 
daB auch in diesen Fallen eine Hydrolyse des Proteins stattfindet (vgl. 
Ponthus, 1933, Abderhalden und Buadze, 1934, und Rondoni, 1940). 

Bei der Denaturierung des Albumins durch Hitze und Licht verliert 
es seinen vorher rein hydrophilen Charakter und nimmt eine Stellung 
zwischen hydrophilen und hydrophoben Kolloiden ein. Es ist daher 
wahrscheinlich, da nach der stattgefundenen schwachen Hydrolyse 
eine Verinderung der molekularen Struktur eintritt, welche die Wirkung 
der hydrophilen Gruppen hemmt (vgl. dazu Wu, 1931). Die anfiangliche 
Hydrolyse, die durch die Wassernotwendigkeit fiir die Hitzedenaturation 
(Chick und Martin, 1912/13), die Proportionalitat ihrer Geschwindigkeit, 
dem Wasserstoffionengehalt der Lésung und die Wirkung der Neutral- 
salze auf diese Geschwindigkeit (Lepeschkin, 1922a, b und c) angezeigt 
wird, kénnte diese innere Umgruppierung erleichtern, indem sie eine 
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Sprengung der vorher starren Struktur hervorrufen kénnte, sei es 
eine Sprengung der innermolekularen Anziehung zwischen positiven 
und negativen Gruppen nach Haurowitz (1935), sei es eine Ringspaltung 
nach T'almud (1939). 


4, Molekulargewicht der Gelatine und seine Veriinderung 
bei der Erwiirmung und Abkiiblung, 


Frankel (1931) berechnete das Molekulargewicht der Gelatine aus 
dem osmotischen Druck ihrer verdiinnten Lésungen und fand fiir 
nichtdialysierte Gelatine das Molekulargewicht niedriger als fiir dialy- 
sierte, was auch zu erwarten war. Fiir die dialysierte Gelatine fand 
er das Molekulargewicht bei 10°C etwa 66000, bei 22° etwa 39000 
und bei 38° etwa 26000. Das px der Lésungen wurde nicht angegeben. 
Liepatoff und Putilowa (1934), die ebenfalls das Molekulargewicht der 
Gelatine aus dem osmotischen Druck ihrer Lésungen bestimmten und 
dialysierte Gelatine von px == 4,75 verwendeten, teilten Gelatine in 
zwei Fraktionen auf, wobei das Teilchengewicht der hochpolymeren 
Fraktion bei 20°C 143000, bei 40° 31000 war, waihrend das der nieder- 
polymeren Fraktion entsprechend 54000 und 26000 war. Bei 45 bis 50° 
war das Teilchengewicht beider Fraktionen 19000, Die Verringerung 
der TeilchengréBe, die aus dem osmotischen Druck der Gelatine- 
lésungen berechnet wurde, wurde als Ubergang vom Molekularaggregat 
zum Molekiil angesehen. 


Die Methode der longitudinalen Streuung ultraroter Strahlen 
ergibt nicht das Teilchengewicht, sondern das Molekulargewicht eines 
Kolloids, d. h. das Gewicht eines Teilchens, in dem alle Atome durch 
Hauptvalenzkraifte verbunden sind, waihrend in einem molekularen 
Aggregat solche Teilchen miteinander durch zwischenmolekulare Krafte 
verbunden sind. Es war also zu erwarten, daB die durch diese Methode 
ermittelten Werte des Teilchengewichts, d.h. des Molekulargewichts, 
nur bei hohen Temperaturen den Werten ahnlich sein wiirden, die aus 
dem osmotischen Druck berechnet werden, weil erst bei diesen Tem- 
peraturen ein weitgehender Zerfall der Teilchen zu Molekiilen zu er- 
warten war. 

Reinste pulverférmige Gelatine wurde in dest. Wasser gelést und 
das px der Lésung auf den isoelektrischen Punkt (py = 4,8) eingestellt 
(Zugabe von Essigsaéure). Diese Lésung, deren Konzentration zu 9,5% 
bestimmt wurde, zeigte einen 7'yndall-Effekt nicht nur in weiBem Licht, 
sondern auch im Dunkelrot. Um die Lésung von den Teilchen zu befreien, 
die im Dunkelrot einen T'yndall-Effekt verursachten, wurde die Gelatine- 
lésung bei 35° mit einer klar filtrierten Albuminlésung, die in den im Ab- 
schnitt 3 beschriebenen Versuchen benutzt wurde, vermischt (1 Volumen auf 
9 Volumen Gelatine) und das Gemisch auf einem Wasserbad bis 95°C 
erhitzt. Das dabei koagulierte Albumin riB alle in der Lésung vorhandenen 
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groben Teilchen mit sich nieder und nach der heiBen Filtration zeigte dir 
Gelatinelésung keinen Tyndall-Effekt im Dunkelrot mehr. Die Kon 
zentration dieser Lésung, die jetzt nur Gelatine und Salze enthielt und 
deren py wieder auf 4,8 gestellt wurde, war 8,5°, Gelatine (Trocknen 
bei 100°, Wasserextraktion, Trocknen bei 120°). Bei 20° C und Schichtdicke 
von 10 mm ergab die Gelatinegallerte bei der Expositionszeit 60 Sekunden 
(Lichtfilter R. G. 5) das Streuungssegment: B = 13,5 und F = 77. Nach 
Schmelzen der Gallerte ergab die Lésung bei 35°C das Streuungs 
segment: B = 11,5 und F = 57. Da die Farbe der Gelatine etwas gelblich 
war, wurde die dadurch bedingte Absorption der Lichtstrahlen, fiir welche 
die verwendeten Platten emptindlich sind, durch den folgenden Versuch 
ermittelt: Eine Hefesuspension zeigte bei den gleichen Aufnahmebedin 
gungen das Streuungssegment: B= 34 und F = 457. Nun wurde vor 
die kreisférmige Offnung der vorletzten Blende des Apparats (vgl. 
Lepeschkin, 1941) eine Kiivette mit der Gelatinegallerte (Schichtdicke 
10 mm) gestellt, um das Lichtbiindel, das den Filter R. G. 5 passierte, 
noch durch die Gelatine zu filtrieren. Jetzt ergab die Hefesuspension das 
Streuungssegment: B = 29,5 und F 345. Die Summe der Streuung 


und der Absorption der Gelatine war also gleich: 457 345 = 112. Wir 
kénnen jetzt zwei Gleichungen aufstellen: P + A 112 und P— A els 
wo P die Streuung unter Beriicksichtigung der Absorption und A die 
Absorption selbst ist. Aus den Gleichungen folgt P 94 und A 17 
Kir 35° haben wir P 57 + 17 = 74. Nun wurde die schon friiher vei 
wendete Lésung von Eialbumin (vgl. Abschnitt 3) bis zur Konzentration 
8,5°% verdiinnt, wonach sie bei py 4,8, Schichtdicke 10 mm und Expo 
sitionszeit 60 Sekunden das Streuungssegment B 14,5 und F 87 ergab. 


Dieselbe Hefesuspension, die eben fiir die Bestimmung der Absorption de1 
Gelatine verwendet worden war, ergab bei der Filtration des Lichtbiindels 
nicht nur durch den Filter R. G. 5, sondern auch durch die Albuminlésung 
(Schichtdicke 10mm) das Streuungssegment: B= 29 und F 334, so 
daB die wahre Streuung der Albuminlésung gleich 105 war. Nach dei 
Kubikwurzelregel ist \M, M, 105/94, worin M, das Molekulargewicht 
des Eialbumins und M, das der Gelatine bei 20°C ist. Dieses Molekular- 
gewicht ist also gleich 24000, wenn wir das Molekulargewicht des Albumin- 
gleich 34000 setzen; es ist aber gleich 26000, wenn das letztere 37000 
betragt (vgl. Abschnitt 3, S. 137). Fiir 35° erhalten wir das Molekula: 
gewicbt der Gelatine gleich 12000 oder 13000. 


In einem anderen Versuch ergab eine &,8°% ige Losung von Eialbumin 
bei Schichtdicke von 10 mm und Expositionszeit von 90 Sekunden bei 20° 
das Streuungssegment: B= 20 und Ff = 162. Da die Absorption der 
Strahlen durch diese Lésung 23°, der Streuung war, so betrug die wahre 
Streuung der Albuminlésung 162 + 0,23 - 162 = 199. Die erstarrte 8,8° ige 
Gelatine (py = 4,8) ergab bei der gleichen Schichtdicke und Expositionszeit 
bei 20° das Streuungssegment B = 19,5 und F 154. Da die Absorption 
der Strahlen durch die Gelatine A = 28 war, so betrug die wahre Streuung 
derselben 182 und das Molekulargewicht der Gelatine M, = 26000 (wenn 
M, = 34000) und M, = 28000 (wenn M, = 37000). Bei 43°, d. b. nach 
Schmelzen der Gallerte, ergab die Lésung das Streuungssegment: B= 17,5 
und F = 126, oder bei der Beriicksichtigung der Lichtabsorption 154, Das 
Molekulargewicht der Gelatine bei 43° war also 16000 (7, = 34000) oder 
17000 (M,, = 37000). Nun wurde die Gelatine wieder abgekiihlt und sic 
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zeigte bei 26° F = 154, d. h. die gleiche Streuung wie bei 20°. Eine weitere 
Abkiihlung der Gallerte (bis 14°) beeinfluBte die Streuung nicht. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, das das Molekulargewicht der 
Gelatine, das mit unserer Methode gefunden wurde, den Werten ahnlich 
ist, die Frankel und Liepatoff und Putilowa bei Erwirmung der Gelatine- 
lésungen erhalten haben. So fand der erstere, wie erwahnt, fiir die 
dialysierte Gelatine das Molekulargewicht 26000. Liepato/f und Putilowa 
fanden dasselbe Teilchengewicht bei 40° fiir ihre niederpolymere Fraktion, 
wahrend sie bei 45° fiir beide Fraktionen das Teilchengewicht 19000 
angeben. Dieser Wert ist allerdings gréBer als das oben erhaltene 
Molekulargewicht bei 43°, Bei dieser Temperatur zerfallen also die 
Gelatinemolekiile zum Teil zu Bruchstiicken, wahrend die molekularen 
Aggregate noch nicht ganzlich zu Molekiilen zerfallen sind. Andererseits 
zeigen meine weiteren Versuche, daf, wie beim Albumin, bei noch 
héheren Temperaturen wieder eine Aggregation, d.h. jetzt eine Poly- 
mensation eintritt. So war z. B. die Streuung bei 42°: F — 154, bei 58° 
jedoch: F — 212 und bei 74°: F = 230. Bei so hohen Temperaturen 
war die Bestimmung des osmotischen Druckes freilich unméglich. 

Was nun den Ubergang vom fliissigen Zustande zu einer Gallerte 
anlangt, so zeigten meine speziellen Versuche, dafh er von keiner Ver- 
inderung des Molekulargewichts begleitet wird. Ich fiihre nur einen 
Versuch hier an. Einé 8,5 %ige Gelatinelésung ergab bei Schichtdicke 
von 10mm und Expositionszeit von 120 Sekunden die Streuung bei 
419C F — 221, bei 269 F — 249 und nach der Erstarrune zur Gallerte 
bei 239 F' = 249. 

Die ganze molekulare Verainderung der Gelatine bei der Erwarmung 
und Abkiihlung haben wir uns also so vorzustellen. dab bei der Ab- 
kiihlung, die schlieBlich zur Gallertebildung fiihrt, sich die Molekiile 
infolge der Verlangsamung der Molekularbewegung und ihrer gegen- 
seitigen Annaiherung anziehen und hauptsachlich molekulare Aggregate 
bilden, zum Teil aber miteinander chemisch reagieren, so dab langere 
Hauptvalenzketten entstehen. Gleichzeitig nimmt auch der Wassergehalt 
der Teilchen zu, weil Wasser osmotisch in die gebildeten Molekular- 
aggregate und Molekiile eindringt, wie es Liepatoff und Putilowa an- 
nehmen. Bei hohen Temperaturen aber, wenn der vollkommene Zerfal| 
za Molekiilen eintritt, wird die chemische Reaktion zwischen den Mole- 
kiilen durch die Temperatur beschleunigt, so daB, wie bei Albumin und 
Styrol, infolge Polymerisation gréBere Molekiile entstehen. Wahrend die 
Gelatinemolekiile, wie die Molekiile der meisten Proteine, zu rundlichen 
Micellen geknault sind (vgl. iiber die Benennung: Lepeschkin, 1941, Anm. 
zu S. 261), kénnen die molekularen Aggregate (,,Micellen** bei anderen 
Autoren, vgl. Ulman, 1936) kettenférmig sein, womit auch die Viscositats- 
zunahme vor Erstarrung der Gelatinelésung erklirt wird. Dann ist 
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es begreiflich, dab die gebildeten Molekiilketten sich orientieren und 


zu einer Gallerte verflechten (vgl. Olsen, 1932). Molekiile wachsen 
also bei der Gallertbildung nicht, wohl aber die molekularen Aggregate ; 
(,,Micellen“, vgl. Groenber und Mackey, 1931). Im Gegensatz zu Gelatine , 
bildet aber Albumin keine molekularen Aggregate und also auch keine 
Molekiilketten und seine Lésungen erstarren infolgedessen zu: keine: : 
Gallerte bei der Abkiihlung. 
, 

5. Polysaccharide des Stirkekorns, | 

Sehr oft nimmt man an, daf Starkekérner aus Amylopektin und 
Amylose gebaut sind. Nach meinen Untersuchungen (Lepeschkin 1921. ( 
1922, 1935, 1938, 1942) sind jedoch sowohl physikalische als auch 


chemische Eigenschaften der Polysaccharide des intakten Starkekornes 3 
einerseits und die des Amylopektins und der Amylose andererseits ver 
schieden. Die Untersuchungen zeigten, da8 im Stairkekorn wenigstens 
zwei Arten von Polysacchariden enthalten sind, die in kaltem Wasser 
unléslich sind und nur sehr unbedeutend quellen. Erst beim Erhitzen 
in Anwesenheit von Wasser reagieren die Polysaccharide der Starke 
mit demselben chemisch und bilden andere Polysaccharide, die im 
kalten Wasser entweder sehr stark quellen (Amylopektin) oder sich 
kolloidal auflésen (Amylose). Die Verkleisterung der Stirke ist also 
aus zwei Vorgangen zusammengesetzt: aus einer chemischen Reaktion 
der Starkepolysaccharide mit Wasser und aus einer Verquellung der 
gebildeten Reaktionsprodukte in Wasser. Da es sich erwies, daB die 
Verkleisterung der Starke durch Salpeterséure und Citronensauyre vie! 
mehr als durch Salzsiure beschleunigt, wahrend ‘sie durch Schwefel- 
sdure verlangsamt wird, so wurde geschlossen, da die Verwandlung 
der Stairkepolysaccharide in Amylopektin und Amylose keine Hydro- 
lyse ist. Die chemische Analyse zeigte, da dabei eine Wasseraddition 
stattfindet: auf 33 Grammaquivalente der Starke wird ungefahr 1 ¢ 
Wasser aufgenommen, so da das Molekulargewicht der Starkepoly- 
saccharide nicht kleiner als 5346 sein kann. Offenbar haben die Poly- 
saccharide der Stairkekérner Anhydridcharakter, wihrend Amylopektin 
und Amylose ihre Hydrate darstellen. 


Um die Annahme zu priifen, daB bei der Verkleisterung und Amylo- 
pektin- (bzw. Amylose-)Bildung nur eine Wasseraddition und kein 
Zerfa!] der Molekiile stattfindet, habe ich den folgenden Versuch an 
gestellt. 





Kartoffelstirke wurde nach Waschen mit schwachem Ammoniak 
und Wasser im Laboratorium frei getrocknet. In diesem trockenem 
Zustand enthielt die Starke noch 12,5% Wasser. Ihre longitudinale 
Streuung ultraroter Strahlen wurde im oben beschriebenen Apparat 
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untersucht, wozu sie in einer Fliissigkeit suspendiert werden muBte. 
Um den 7’ yndall-Effekt der Staérkek6rner in der Suspension weitgehend 
auszuschlieBen, wurde sie in einer Lésung von Kolophonium in Olivenél 
suspendiert. Der Brechungsindex der Starkek6érner ist kleiner als der 
des Kolophoniums und gréBer als der des Olivendls. Nun wurde eine 
Mischung beider Substanzen gesucht, deren Brechungsindex dem 
mittleren Brechungsindex der Starkekérner gleich ist. Die Starke 
wurde der Reihe nach in verschieden konzentrierten Lésungen von 
Kolophonium in Olivenédl unter dem Mikroskop betrachtet. War der 
Brechungsindex der Starkekérner gréBer als der der Mischung, so 
konzentrierten die spheroidférmigen K6érner das Licht oberhalb, im 
entgegengesetzten Falle aber unterhalb ihrer selbst. Es erwies sich bei 
solcher mikroskopischen Untersuchung, dali die zentralen Kérnerteile 
das Licht etwas schwacher als die peripheren Teile beugen. In einer 
Mischung von 8 Gewichtsteilen Olivenél und 11 Teilen Kolophonium 
war der Brechungsindex der zentralen K6rnerteile etwas kleiner als 
der der Mischung, wahrend der Brechungsindex der peripheren Teile 
etwas gréBer war. Eine vollstandige Ausschaltung des T'yndall-Effekts 
war also auch im Ultrarot unmdglich. In der angegebenen Mischung 
wurde Starke suspendiert. 20cm der Suspension enthielten 1,4 ¢ 
Starke, d.h. 7 Vol.%, es ergab sich bei Schichtdicke von 10mm 
und Expositionszeit von 90 Sekunden ein Streuungssegment B — 35 
und F = 484. Da Kolophonium bei der verwendeten Konzentration 
auch eine Streuung zeigt, so wurde die Streuung der Mischung ohne 
Starke ermittelt. Sie war bei derselben Schichtdicke und Expositions- 
zeit: B = 22 und F = 195, so daB die Streuung ultraroter Strahlen 
in den Starkekérnern selbst gleich war: 484 — 195 289. Diese 
Streuung bestand aus der longitudinalen Streuung und dem 7'yndall- 
Effekt, der durch die Vergleichsmethode (Lepeschkin, 1941a) gefunden 
wurde. Da der Brechungsindex der Starkekérner gegen die Kolo- 
phonium-Ol-Mischung oder umgekehrt sehr klein ist, so ist das Ver- 
haltnis der bei dem T'yndall-Effekt auf die photographische Platte 
fallenden Strahlenmenge zur Strahlenmenge, die perpendikular zur 
optischen Achse nach oben gesandt wird, vom Brechungsindex der 
Teilchen unabhangig. Infolgedessen wurde der T'yndall-Effekt der 
Starkesuspension mit dem einer Emulsion von Xylol in einer Rohr- 
muckerlésung verglichen, die auf 39,5 g¢ Wasser 0,5¢ Gelatine und 60 g 
Zucker enthielt. Der Brechungsindex von Xylol gegen diese Lésung 
ist ebenfalls sehr klein. Die Konzentration von Xylol in der Emulsion 
wurde allmahlich erhéht bis der T'yndall-Effekt derselben, von oben 
beobachtet (in dem in meiner zitierten Arbeit in dieser Zeitschrift be- 
schriebenen Apparat), demjenigen der Stairkesuspension gleich wurde. 
Dann wurde die Streuung dieser Emulsion fiir ultrarote Strahlen be- 
Biochemische Zeitschrift Band 314. 10 
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stimmt. Das erhaltene Streuungssegment war: B = 20 und F — 162. 
Diese Streuung mu noch um die longitudinale Streuung der Gelatine 
(0.5%) von F =16 vermindert werden, so daB der T'yndall-Effekt 
des Xylols 146 war. Die longitudinale Streuung der Starkesuspension 
war also gleich 289 — 146 = 143. Nun wurde die Absorption der 
ultraroten Strahlen und ihre Streuung durch den T'yndall-Effekt in 
der Suspension der Starke beriticksichtigt. 

Kine Hefesuspension (1 g Hefe auf 500 g Wasser) ergab bei der er- 
waihnten Schichtdicke und Expositionszeit das Streuungssegment: 
B = 39,5 und F = 614. Wurde aber das Lichtbiindel vorher durch 
die Starkesuspension filtriert (Schichtdicke — 10mm), so ergab die 
Hefesuspension das Streuungssegment: B = 6 und F - 20. Wir haben 
also zwei Gleichungen zur Bestimmung der wahren longitudinalen 
Streuung der Starkesuspension P: 1. P + 146 +t+ A = 614 — 20 
und 2. P —¢t — A = 148, worin ¢ die Strahlenmenge, die durch den 
Tyndall-Effekt, und A die Strahlenmenge, die infolge Absorption 
verloren geht, bedeuten. Indem wir 2. und 1. addieren, haben wir: 
P = (614 — 20 + 143 — 146): 2 = 295. 

Gleichzeitig wurde die Streuung einer 7 %igen Albuminlésung fiir 
ultrarote Strahlen bei derselben Schichtdicke und Expositionszeit zu 
B = 18 und F = 132 gefunden oder nach Beriicksichtigung der Absorp- 
tion bei 161. Das durchschnittliche Molekulargewicht der Polysaccharide 
der Starkekérner M, wird also aus der Gleichung berechnet: 295/161 

8 
= ) M,/37000, woraus sich M, = 228000 ergibt. 

Wir wenden uns jetzt der Verinderung des gefundenen Molekular- 

gewichts bei Erwirmung der Starkek6rner zu. 





Die Suspension der Starke im Kolophonium/Olivenédlgemisch die 
zur Bestimmung des Molekulargewichts verwendet worden war, wurde 
bei 539 10 Minuten erhitzt und ergab nach Abkiihlung das Streuungs- 
segment: B = 32,5 und F = 428. Wurde die Starkesuspension bei 80° 
10 Minuten erwarmt, so ergab sie das Streuungssegment: B = 31 
und F = 392. Wurde aber diese Suspension bei 105° 20 Minuten er- 
hitzt, so zeigte sie das Streuungssegment: B = 41 und F = 661. 

Um diese Resultate richtig zu erklaren, mu8 daran erinnert werden, 
daB die Stairkekérner 12,59% Wasser enthielten. Wir kénnen also 
sagen, daB in Anwesenheit von Wasser die Molekiile der Starkepoly- 
saccharide bei der Erwirmung bis zur Temperatur der Verkleisterungs- 
zone zersplittert werden. Die Zersplitterung muB aber selbstverstandlich 
nicht eine Hydrolyse sein. Nach jeder Erwarmung wurden Proben der 
Suspension auf einem Uhrglaschen mit Xylol und Alkohol behandelt, 
so daf die Starkekérner vom Kolophonium und 61 befreit wurden. 
Solche K6rner, gemischt mit kaltem Wasser, zeigten nach der Er- 
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warmung bei 53° keine Zeichen der Kleisterquellung, nach 80° zeigten 
nur einzelne Kérner eine beginnende Quellung und nach 105° quollen 
schon viele Kérner in kaltem Wasser auf. Im allgemeinen war also die 


_ verwendete Temperatur zu niedrig, um eine vollkommene Verwandlung 


der Staérkepolysaccharide in Amylodextrin und Amylose zu bewirken. 
Bei der Bildung dieser Substanzen reagiert Imbibitionswasser der 
Kérner mit ihren Polysacchariden. Da aber der Gehalt an diesem 
Wasser gering ist, so verlauft die Reaktion nur sehr langsam (Massen- 
wirkungsgesetz). Erst bei einer héheren Temperatur (120°) war die 
Reaktion so weit vorgeschritten, daB alle Kérner in kaltem Wasser 
eine Quellung zeigten. Wir kénnen also schlieBen, daB die Starke- 
polysaccharide wie die Gelatine bei der Erwarmung zuerst einen Zerfall 
der Molekivle aufweisen, wihrend ein starkes Erhitzen zur Polymerisation 
fiihrt. Bei dieser Temperatur, die allein zur Bildung von Amylodextrin 
und Amylose fiihrt, wird keine Splitterung und also keine Hydrolyse 
beobachtet, das Wasser wird nur von den Polysaccharidmolekiilen 
aufgenommen: aus Anhydriden bilden sich Hydrate. 


Zusammenfassung, 


Das Molekulargewicht des Eialbumins, das nach der Methode der 
longitudinalen Streuung ultraroter Strahlen bestimmt wird, liegt 
zwischen 34000 (friiher angenommener Wert) und 40000 (von Polson 
aus dem Sedimentationsgleichgewicht berechneter Wert). 

Bei der Erwirmung der Albuminlésungen (bei px = 4,8) findet 
Polymerisation der Albuminmolekiile statt, die nur zum Teil reversibel 
ist. Das maximale Molekulargewicht des Albumins wurde bei 36 bis 
379C beobachtet. Nach der Regel der Kubikwurzel berechnet, ist dieses 
Gewicht etwa viermal gréBer als bei 20°. Bei noch hdheren Temperaturen 
(40° und héher) gesellt sich ein der Polymerisation entgegengerichteter 
ProzeB hinzu, so daB das Molekulargewicht schlieB8lich kleiner als vor 
der Erwirmung wird (bei 539 und besonders bei 70°). 

Da bei 70° schon eine Hitzedenaturierung einsetzt, so ist im Zu- 
sammenhang mit den friiheren Arbeiten des Verfassers anzunehmen, 
daB diese Denaturierung mit einer Hydrolyse beginnt, die eine weitere 
Veranderung der Molekiile erméglicht. 

Die Belichtung der Albuminlésungen (besonders aktiv sind ultra- 
violette Strahlen) ruft zunachst eine Polymerisation und im weiteren 
einen molekularen Zerfall hervor, der ebenfalls wahrscheinlich als eine 
Hydrolyse aufzufassen ist. Die Wirkung von Hitze und Licht sind 
also analog. 

Das nach der Methode der longitudinalen Streuung berechnete 
Molekulargewicht der Gelatine (bei py -- 4,8) ist etwa 26000 bis 28000, 
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Bei hoher Temperatur (43°) zerfallen aber ihre Molekiile zum Tei! 
(Molekulargewicht etwa 16000 bis 17000); weitere Erhitzung (58 bis 
749 C) ruft eine Polymerisation derselben hervor. Bei der Erstarrung 
der Gelatinelésungen zu einer Gallerte findet keine Verainderung des 
Molekulargewichts statt. Im Gegensatz zu Albumin neigt Gelatine 
bei Temperaturen, die niedriger als 38° sind, dazu, Molekularaggregate 
(,,Micellen‘‘ anderer Autoren) zu bilden. Infolgedessen ist das Teilchen- 
gewicht, bestimmt aus dem osmotischen Druck der Gelatinelésungen, 
gréBer-als der oben angefiihrte Wert, waihrend es bei héheren Tem- 
peraturen diesem Wert sehr nahe ist. Die gréBten Molekiilaggregate 
entstehen bei den Temperaturen in der Nahe des Erstarrungspunktes 
und verflechten sich, da sie kettenférmig sein kénnen, zu einer Gallerte. 

Nach der Methode der longitudinalen Streuung bestimmt, ist das 
Molekulargewicht der Polysaccharide der intakten Kartoffelstarke- 
kérner etwa 228000. Bei der Erhitzung der Korner im Gemisch von 
Olivenél und Kolophonium zerfallen die Molekiile dieser Polysaccharide 
zu kleineren Molekiilen (53 bis 80°). Bei 105° findet dagegen eine Poly- 
merisation statt, die auch bei der Temperatur sich fortsetzt, bei der sich 
die Stairkepolysaccharide in Amylopektin und Amylose verwandeln, 
die im Korn nicht vorgebildet sind. Diese Verwandlung ist also in 
Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen des Verfassers keine Hydro- 
lyse, sondern nur eine Aufnahme von Wasser in das Molekiil, d. h. eine 
Bildung von Hydraten aus Anhydriden. 
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Isolierung und Kristallisation 
des Giirungsferments Zymohexase. 
Von 
Otte Warburg und Walter Christian. 
is dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 17. Oktober 1942.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


1934 entdeckten Meyerhof und Lohmann! das Garungsferment 


Zymohexase, das Hexosediphosphat in Triosephosphat spaltet : 


LH 


exosediphosphat = 1 Aldotriosephosphat -- 1 Ketotriosephosphat 
(Fischer-Ester ) 


1940 untersuchte D. E. Green? im Biochemischen Institut in Cambridge 


das Ferment. Weder gelang die Kristallisation, noch wurde ein Anhalts- 


punk 


1 


bert, 
1940. 


t beziiglich der Wirkungsgruppe gefunden. 





Abb. 1. Muskelzymohexase aus ammoniakalischem Animonsulfat. 


O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 102, 1934. — ? D. Her- 
H. Gordon, V.Subrahmanyan u. D. E. Green, Biochem. J. 34, 1108, 


10* 
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Wir beschreiben in dieser Arbeit die Kristallisation der Zymo 
hexase aus Rattenmuskeln sowie Versuche mit Hefe-Zymohexase, aus 
denen hervorgeht, dab die Hefe-Zymohexase eine dissoziierende Schwer. 
metallverbindung ist !, 

Die Wirkungsgruppe der Muskel-Zymohexase ist noch proble- 
matisch. Das Ferment enthalt, solange es amorph ist, Metallsalze. Bei 





Abb. 2. Muskelzymohexase aus ammoniakalischem Ammonsulfat, 


der Kristallisation jedoch bleiben die Salze in den Mutterlaugen. Zweimal 
umkristallisierte Muskel-Zymohexase verbrennt ohne Aschenriickstand. 

Verglichen mit der Wirksamkeit anderer Garungsfermente, die 
wir isoliert haben, ist die Wirksamkeit der Zymohexase klein. Um- 
gerechnet auf 100000 g betragt der Umsatz bei py 7,4 


bei 


_ 


38°: 7000 Gramm-Molekiile Hexosediphosphat pro Minute 
26°: 1400 


Vielleicht hangt die geringere Wirksamkeit damit zusammen, 
dal die Zymohexase Kohlenstoff von Kohlenstoff trennt, wahrend die 
andern Garungsfermente Wasserstoff oder Phosphorséure iibertragen. 


1 O,. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 311, 209, 1942. 








M 
na 
re 
di 
ak 
ak 


ge 


an 


vA) 
M 
he 


ZU 





Zymo. 


se, aus 


chwer- 


proble- 
e,. Bei 


‘elma| 
stand. 
» die 


Um- 


men, 
id die 


‘agen. 





[soherung und Kristallisation des Garungsferments Zymohexase. 151 


Zusammengesetzte optische Teste. 

Von den elf Garungsfermenten, durch deren Zusammenwirken die 
Milchsauregarung entsteht, haben wir bisher drei durch optische Teste 
nachgewiesen und bestimmt: das oxydierende Garungsferment, das 
reduzierende Garungsferment und die Enolase. Bei der Wirkung jedes 
dieser drei Fermente entsteht oder verschwindet eine im Ultraviolett 
absorbierende Substanz. Die Geschwindigkeit, mit der die Licht- 
absorption im Ultraviolett zunimmt oder abnimmt, wird lichtelektrisch 
gemessen und ist das Mab der Fermentwirkung. 

Aber auch die iibrigen acht Garungsfermente — bei deren Wirkung 
keine lichtabsorbierende Substanz entsteht — kann man durch optische 
Teste messen, indem man die zu priifende Fermentreaktion mit einer 
zweiten Fermentreaktion verbindet, bei der sich die Lichtabsorption 
indert. Der Zymohexasetest und der lsomerasetest, die im folgenden 
beschrieben werden, sind nach diesem Prinzip zusammengesetzt. 


Optischer Zymohexasetest. 
Unsere Testlosung enthalt auBer Hexosediphosphat, dem Substrat 
der Zymohexase, Pyridinnucleotid, Arsensiure und das Protein des 





oxydierenden Garungsferments. Ohne a + 4 
Zymohexase ist die Testlésung reak- 

tionslos. Setzt man Zymohexase hin- 40 t oS 

zu, so entsteht Triosephosphat. Es & 


, ‘ bea i y 
folgt die Oxydationsreaktion. Aus ” Vv 


Triosephosphat und Pyridinnucleotid —s 
entsteht Phosphoglycerinsiure und = $ 
Dihydro-Pyridinnucleotid, das bei 
340 my absorbiert. Indem wir die 
Zunahme dieser Lichtabsorption pro az 
Minute lichtelektrisch messen, er- 
halten wir ein schnelles und genaues ie on oy 
Maf fiir den Zymohexasegehalt der ' Abb. 3. ‘ses Ree ti AE pay 
zu priifenden Lésungen (Abb. 3). to/i ist die Lichtschwichung fiir die 
Wellenliinge 340 ma, fiir die Schichtdicke 
0,574 em, 














Optischer Lsomerasetest. 


Isomerase !, ein Begleitferment der Zymohexase, bewirkt die 


Reaktion 
Aldotriosephosphat = Ketotriosephosphat 


und war im Laufe dieser Arbeit aus verschiedenen Griinden neben der 
Zymohexase zu messen. 


10, Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 279, 40, 1935. 
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Unsere Testlésung enthalt auBber Fischer-Ester, dem Substrat det 

Isomerase, Pyridinnucleotid und Phosphat. Geben wir das Protein des 

oxydierenden Garungsferments hinzu, so entsteht Dihydro-Pyridin- 

nucleotid und die Lichtabsorption bei 340 my, nimmt zu, bis das Gleich- 

gewicht der Oxydationsreaktion der Garung erreicht ist. Geben wi: 

dann Isomerase hinzu, so verschwindet wegen der lsomerisierung 

des Fischer-Esters — Dihydro-Pyridinnucleotid und die Lichtabsorption 

bei 340 my. nimmt ab, bis zur Einstellung eines zweiten Gleichgewichts. 

| Indem wir die Abnahme dieser Lichtabsorption pro Minute licht 

| elektrisch messen, erhalten wir ein schnelles und genaues Ma fiir den 
lsomerasegehalt der zu pritifenden Lésungen (Abb. 4). 








16 apis 6 
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Abb. 4. Optischer [somerasetest. 
‘, ) ist die Lichtschwiichung fiir die Wellenlinge 340 ma, fiir die Schichtdicke 0,574 em. 


Tsolierung der Muskel-Zymohexase. 


Der wasserige Muskelextrakt wird mit Aceton fraktioniert, die 
‘Fraktion zwischen 40 und 45 Vol.°, Aceton enthalt die Zymohexase. 
Die Fraktion wird in Wasser gelést und 20 Stunden mit Chloroform 
geschiittelt, wobei unwirksames Begleitprotein ausfallt. Es folgen 
vier Fraktionierungen mit ammoniakalischem Ammonsulfat und 
schlieBlich die Kristallisation aus starker ammoniakalischem Ammon- 
sulfat. Aus 20 bis 30 Ratten erhalten wir 1 g Kristalle. 

Worauf es bei dieser einfachen Methode ankommt, ist in Richtlinien 
zur Ammonsulfat-Fraktionierung und Kristallisation (Kapitel [11) zu- 
sammengefa Bt. 

Hefe-Zymohe xase. 

Hefe-Zymohexase haben wir nicht isoliert, sondern nur bis zu 
einem farblosen haltbaren Trockenpriaparat gereinigt, das fiir Beein- 
flussungsversuche im optischen Test geeignet war. 
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Wir haben bei solchen Versuchen gefunden, 

1. daB die Hefe-Zymohexase durch Komplexbildner gehemmt wird: 
durch Pyrophosphat, durch «-x’-Dipyridyl, durch Cystein und 
Glutathion : 

2. dab die durch Cystein gehemmte Hefe-Zymohexase durch Schwer- 
metalle reaktiviert wird : durch Zink-, Kisen-, Kobalt- und Kupfersalze, 

Von den wirksamen Schwernetallen ist Eisen das interessanteste. 

Nur Ferrosalze, nicht aber Ferrisalze aktivieren. Da nun das Eisen des 

Ferro-Cysteins durch molekularen Sauerstoff zu Ferri-Kisen oxydiert 

wird; da das Eisen des Ferri-Cysteins von Cystein zu Ferro-Kisen redu- 
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Abb. 5. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Eisen. (Abhingigkeit vom Sauerstoffdruck.) 


ziert wird: und da beide Reaktionen schnelle sind, so kann man die mit 
Kisen aktivierte Zymohexase —— bei Gegenwart von Cystein durch 
Sauerstoff reversibel hemmen. (Abb. 5.) Eine sehr spezielle Kigenschaft 
der Garung, ihre reversible Hemmung durch molekularen Sauerstoff, 
entsteht also hier, bei einem Teilvorgang der Garung, durch einen 
Valenzwechsel von Eisen. 

Reaktiviert man mit Zink anstatt mit Eisen, so ist der Sauerstoff 
ohne EinfluB auf die Wirkung, da Zink seine Valenz nicht andern kann. 
Indem man also mit Eisen aktiviert oder mit Zink oder mit einem 
Gemisch der beiden Metalle, kann man erreichen, dai der Sauerstoff 
die Spaltung des phosphorylierten Zuckers vollstandig oder gar nicht 


oder teilweise hemmt. 
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Muskel-Zymohe vase. 


Muskel-Zymohexase wird durch Komplexbildner nicht gehemmt: 
weder durch Pyrophosphat, noch durch ««'-Dipyridyl, noch durch 
Cystein oder Glutathion. 

Muskel-Zymohexase kann gegen Pyrophosphat oder andere Kom- 
plexbildner ohne Wirkungsverlust dialysiert werden. 

Muskel-Zymohexase enthalt, wenn sie kristallisiert worden ist, 
kein Schwermetall. 

So schien es dreifach bewiesen, dab die Muskel-Zymohexase keine 
Schwermetallverbindung ist. 

Zwar konnte man annehmen, dak die kristallisierte Muskel-Zymo- 
hexase ein Apoferment ist, das iiberall, wo es wirkt, die zur Wirkung 
notwendigen Metallspuren! findet: und daB es nur die Festigkeit der 
Metallbindung ist, durch die Muskel- und Hefe-Zymohexase sich unter- 
scheiden. 

Aber diese Theorie enthalt die bedenkliche Annahme, dab das 
Metall bei der Kristallisation abdissoziieren und trotzdem so fest ge- 
bunden sein soll, daB unter den Bedingungen des Tests Komplexbildner 
dem Ferment das Metall nicht entziehen kénnen. 


Inhaltsiibersicht. 

1. Optischer Zymohexase-Test .............. 00000. Oe rere re 154 
11. Optischer Isomerase-Test.......... oP SD. pene) pe a ee ate 159 
II1. [solierung und Kristallisation der Muskel-Zymohexase ........ 162 
[V. Trockenpraparat der Hefe-Zymohexase ..................065: 166 
V. Hemmung der Hefe-Zymohexase durch Komplexbildner ...... 166 
Vi. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Schwermetalle...... 170 

VII. Nichthemmung der Muskel-Zymohexase durch Komplexbildner.. 175 


I. Optischer Zymohexasetest. 


Dic Testlésung enthalt auBer Hexosediphosphat, dem Substrat 
der Zymohexase, das Protein des oxydierenden Garungsferments, 


' Nehmen wir ein Verbindungsgewicht von 100000 g an und ist die 
Fermentkonzentration im Test 10 y/cem, so wiirde es geniigen, wenn die 
Testlésung 0,006 » Zink oder Eisen oder Kupfer pro ccm enthielte. H. Liitt- 
gens fand in unserer Testlésung, wenn kein Metall zugesetzt wurde, 

etwa 0,15 y Zink pro cem, 
» 0,33 7 Eisen pro eem, 
» 0,33 » Kupfer pro cem, 
und in unserm destillierten Wasser 
0,06 y Zink pro cem. 
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Pyridinnucleotid und Arsensiure. Ohne Zymohexase ist die Testlésung 
reaktionslos. Bei Zusatz von Zymohexase erfolgen die Reaktionen: 


| Hexosediphosphat | Aldotriosephosphat +- 1 Ketotriosephosphat 
(Fischer-Ester) 
Aldotriosephosphat + Pyridinnucleotid + H,O — Phosphoglycerinsaure 
+ Dihydro-Pyridinnucleotid 


und es entsteht eine Lichtabsorption bei 340 my, deren Zunahme pro 
Minute wir lichtelektrisch messen. 


Bei dem Test ist zu beachten: 


1. da die Konzentration des oxydierenden Gérungsferments so grok 
sein muB, dab die Oxydationsreaktion schnell verlauft ‘gegen die 
Spaltungsreaktion. Dann ist die Spaltungsreaktion die geschwindig- 
keitsbestimmende Reaktion und die Geschwindigkeit, mit der die 
Lichtabsorption bei 340 my. zunimmt, ist proportional der Kon. 
zentration der Zymohexase. 


2. daB das Protein des oxydierenden Garungsferments rein, insbesondere 
frei von Zymohexase sein muB. Sonst wiirde in der Testlésung schon 
vor Zusatz der Zymohexase die Lichtabsorption zunehmen. 


3. dal bei der Umrechnung der Lichtabsorption in Mole gespaltenen 
Hexosediphosphats zu unterscheiden ist, ob die Zymohexase mit 


Isomerase verunreinigt ist oder nicht. Im ersten Falle der in 
rohen Fermentlésungen immer vorliegt reagiert das vesamte 
Triosephosphat in der Oxydationsreaktion; im zweiten Falle —— der 
nach der Kristallisation der Zymohexase vorliegt reagiert nur die 
Halfte. Der Test wird also bei Abtrennung der lsomerase unempfind- 
licher was bei der Ausarbeitung des Isolierungsverfahrens zu 


beriicksichtigen war. 


Zusammensetzung der Testlisung. 
{ Y 


Die Testlésung wird aus Stammlésungen folgendermaben zu- 
sammengesetzt : 





ecm Stammlisung Konzentration der Stammlésungen 

P70 GUE VEIN so Sided ceed cepa dens _ 
0,10 ,, Diphospho-Pyridinnucleotid ...... 6 mg cem 
0,50 ,,  hexosediphosphorsaures Na, pu 7,4 6mg P/eem 
or: cs. GEER MROR 22 Coin s's ech eee hans Paes ae “i 
0,30 ,, arsensaures Na ................. 54mg Na, HAsO,-7H,O cem 
0,05 ,, Protein des oxydierenden Garungs- 

PI ae eeacan es 5 mg/eom 


XY: 3,00 cem 
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Die Konzentrationen in der Testlésung sind dann: 


Pyridinnucleotid ... 3-104 Mole /Liter 
Hexosediphosphat.. 1,67 - 10°? 2 
Giylsokoll : ............%.. 2,66. 10? ie 
BIMOIOE ons ass ws 173+ 10-2 9 


Hexosediphosphat ist also in der Testlésung in 55fachem Uberschul 
gegen Pyridinnucleotid, d. h. die Hexosediphosphatkonzentration bleibt 
im ganzen Verlauf der Hydrierung des Pyridinnucleotids konstant. 
pu der Testlésung ist 7,5, der Puffer der Testlésung ist das Hexose- 
diphosphat, nicht das Arseniat. — Glykokoll enthalt die Testlésung zur 
Bindung von Kupferspuren, gegen die das Protein des oxydierenden 
Ferments empfindlich ist. 
Glykokoll ist ein schwacher Komplexbildner. Aus Griinden, die 
in den Kapiteln V bis VII erértert sind, haben wir im allgemeinen bei 
der Bestimmung der Muskel-Zymohexase auBer Glykokoll den starkeren 
Komplexbildner Cystein zugesetzt, bei der Bestimmung der Hefe- 
Zymohexase Cystein + Zinksulfat. In der Vorschrift zur Bereitung 
der Testlésung sind dann 1,2 oder 1,3 cem Wasser abzuziehen und zu 
ersetzen durch 
0,6cem m/10 Cysteinchlorhydrat, 
0,6 ,, n/10 Natronlauge 

oder 
0,6cem m/1LO Cysteinchlorhydrat, 
0,6 ,, n/l0 Natronlauge, 
0,1...) 1,74- 10-2 mol. Zinksulfat. 


Die Cysteinkonzentration in den beiden Testlésungen ist dann 
2-10-? mol.. die Zinkkonzentration in der zweiten Testlésung 
5,8- 10-4 mol. 

Wie Schwefelwasserstoff, so reagiert, wie Th. Bacher gefunden hat, auch 
Cystein mit Fischer-Ester. Bei unserer Testanordnung jedoch ist fiir diese 
Reaktion — die den Fischer-Ester der Oxydationsreaktion entziehen wiirde 
keine Gelegenheit gegeben, da der entstehende Fischer-Ester sofort in det 
Oxydationsreaktion verbraucht wird. Man kann sich davon iiberzeugen, 


indem man statt Zymohexase zu der Cystein-Testlésung bei t, Fischer-Ester 


gibt. Dann reagiert der Fischer-Ester quantitativ mit dem Pyridinnucleotid. 


Ausfiihrung des Tests. 

Das Volumen des Quarztroges betragt 2,7 ccm, die Schichtdicke 
der Lésung im Trog ist 0,574 cm. Ist die Testlésung in den Trog ein- 
gefiillt, so wird zunachst der tp-Wert der Lichtschwachung fiir die Wellen- 
lange 340 my, gemessen. Man tiberzeuge sich davon, daB der to-Wert 
konstant bleibt, daB also das Protein des oxydierenden Ferments keine 
Zymohexase enthalt. 
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Dann gibt man 0,02 cem der zu prifenden Fermentlésung in den 
Trog, verteilt das Ferment mit Hilfe von Glasperlen gleichmabig in der 
Lésung und liest die nun einsetzende Zunahme der Lichtschwachung 
in Intervallen von Minuten ab. Die Fermentmenge ist dabei so zu 


bemessen, da} A In “? pro Minute 0,2 bis 0,4 betragt. 

Was die Kinetik des Tests anbetrifft, so sollte die Zunahme von 
In ~ pro Minute konstant bleiben, bis das gesamte Pyridinnucleotid 
hydriert worden ist, unter unsern Testbedingungen also bis 


In * B-c-d =.2,4 
v 
geworden ist 
(B = 1,39 +107 ma E nn = 
Mole Dihydro-Pyridinnucleotid 


_7 Mole Dihydro-Pyridinnucleotid | d 


Cc 3-10 0,574 cm }. 


ecm 
In Wirklichkeit jedoch nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit im 
Test langsam ab, wahrscheinlich weil die Zymohexase durch das sich 
anhaufende Ketotriosephosphat gehemmt wird. 


Beispiele. 


Tabelle 1. Messung der kristallisierten Muskel-Zymohexase in 
2-10-?mol. Cystein. 
py 7,5. 2340myp. d= 0,574em. 20°. 





0,002 83 mg Ferment/ccm | 0,00566 mg Ferment/ccm 
Minuten In ~ jin ~? Minuten In “! 4in “ 
0 0,110 0 0.110 
1 0,425 0.315 I 0,693 0,583 
2 0,712 0,602 2 1,236 1,126 


Tabelle I]. Messung eines Hefe-Zymohexasepraparats 
E I 
in 2-10 mol. Cystein, 5,8- 10-4 mol, Zinksulfat. 





0,025 mg/eem ~~ 0,050 mg/eem 0,10 mg/cem 
Minuten ip in io 
4in v5 jin F jin ; 
I 0,113 0,239 0,486 
2 0.226 0,459 0,952 


Berechnung der Wirkung. 


: a ' 
Da die Zunahme von In ° pro Minute der Zymohexasewirkung 
] 


proportional ist, so sind bei Vergleichsmessungen, wenn man immer 
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denselben Trog benutzt (d konstant), keine weiteren Rechnungen 
notwendig. 


Auch bei der Ausarbeitung des Isolierungsverfahrens haben wir 


. J es ye ae . P ° “f: 
uns mit A ln ; begniigt. Wir reinigten, bis die relative spezifische 


Wirkung 
J \n ‘° pro Minute fiir d = 0,574 cm 


. mg Protein 

com 
nicht mehr zunahm. 

Nur zum Schlu8, als der Héchstwert von W erreicht war, haben 
wir die Lichtschwachung in Mole gespaltenen Hexosediphosphats um- 
gerechnet, und zwar folgendermaBen : 


Nach Tabelle I ist fiir kristallisierte Muskel-Zymohexase A In : in 
der ersten Minute 0,315, bei einer Fermentkonzentration von 0.00283 mg 
pro ccm, fiir eine Schichtdicke von 0,574cem. Da 


i 


Int =B-c-d und B= 1,39-107 2 


Mole ’ 


so sind bei dem Versuch pro ccm und Minute entstanden 





d = 0,574 cm, 


4 0,315 

B-d ~~ 1,39- 107 - 0,674 

7 Mole Dihydro-Pyridinnucleotid 
ecm 


Ac = 


= 0,394 -10- 


Ebenso viele Mole Hexosediphosphat sind pro Minute und ccm ge 
spalten worden (da die Kristalle frei von Isomerase sind). 
Dann spalten 100000 g Ferment 


ee . 
one 83 - 0,394 - 10-7 = 1390 Mole Hexosediphosphat pro Minute. 


Dieser Wert gilt fiir 20° und px 7,5. Bei 38° finden wir den Umsatz 
fiinfmal so groB, also 


6950 Mole Hexosediphosphat pro Minute. 


D. E. Green* und Mitarbeiter, die versucht haben, die Muskel-Zymo- 
hexase zu isolieren, fanden bei 38° und pq 7,3 als Héchstwert 6600 Mole 
gebildeten Triosephosphats oder 3300 Mole gespaltenen Hexosediphosphats. 
Greens reinstes Praparat —- das nach Elektrophorese- und Sedimentierungs- 
versuchen einheitlich zu sein schien — enthielt also iiber 50% an Ver- 
unreinigungen. Dies erklart, daB Greens Bemiihungen, das Ferment zu 
kristallisieren, keinen Erfolg hatten. 


1 D. Herbert, H. Gordon, V. Subrahmanyan u. D. EF. Green, Biochem. J. 
34, 1108, 1940. 
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II, Optischer Isomerasetest. 


Die Testlésung enthalt auBer Fischer-Ester — dem Substrat 
der Isomerase — Pyridinnucleotid und Phosphorsiure. Setzen wir zu 
dieser Lésung das Protein des oxydierenden Géarungsferments, so 
reagieren Fischer-Ester und Pyridinnucleotid bis zur Kinstellung des 
Gleichgewichts! 

Fischer-Ester <x Pyridinnucleotid . 
1,3-Diphosphoglycerinsiure x Dihydro-Pyridinnuc leotid Ky. 

K, hangt ab von Konzentration der Phosphorsaure, py und Tem- 
peratur. [st die Phosphatkonzentration m/20, das py 7,4 und die 
Temperatur 20°, so ist K,; etwa 30. Will man also, da im Gleichgewicht 
die Halfte des Pyridinnucleotids hydriert ist, so muB der Fischer-Ester 
in der Testlésung in groBem UberschuB gegen das Pyridinnucleotid sein. 

Setzt man, nachdem sich das Gleichgewicht eingestellt hat, Iso- 
merase zu der Lésung, so verschwindet Fischer-Ester durch die Reaktion 

Aldo-Triosephosphat = Keto-Triosephosphat, 
bis das Gleichgewicht? 
Aldo-Triosephosphat K 

Keto-Triosephosphat i 

erreicht ist. Ky; ist ~ 0,05, d.h. im Isomerasegleichgewicht liegen 

nur einige Prozente des Triosephosphats als Aldo-Triosephosphat vor. 

Das erste Gleichgewicht wird also durch den Zusatz der Isomerase 

gest6rt und sehr wesentlich in der Richtung verschoben, daB die Kon- 

zentration des Dihydro-Pyridinnucleotids abnimmt. 

Beide Gleichgewichte messen wir lichtelektrisch. Bei Zusatz des 
oxydierenden Ferments nimmt die Lichtschwachung fiir die Wellen- 
lange 340 my. zu, bis das erste Gleichgewicht erreicht ist. Bei Zusatz 
der Isomerase nimmt die Lichtschwaichung wieder ab, bis das 
zweite Gleichgewicht erreicht ist. Die Geschwindigkeit, mit der die 
Lichtabsorption bei Zusatz der Isomerase abnimmt, ist ein Ma des 
Isomerasegehalts der zu priifenden Lésungen. 

Bei dem Test ist zu beachten: 

1. daB die Konzentration des oxydierenden Garungsferments so grof 
sein muB, daB die Geschwindigkeit, mit der das erste in das zweite 
Gleichgewicht tibergeht, durch die Isomerase bestimmt wird. Die 
Lage der beiden Gleichgewichte ist natiirlich unabhangig von den 
Fermentkonzentrationen. 


1 0, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 308, 40, 1939; E. Negelein 
u. H. Bromel, ebenda 303, 132, 1939. — ? O. Meyerhof u. Kiessling, diese 
Zeitschr, 279, 40, 1935. 
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2. daB das Protein des oxydierenden Garungsferments rein, insbesonder 
frei von Isomerase sein muB. 

Die Berechnung der Isomerisierung aus der Abnahme der Licht 
schwachung ist umstandlich. Am besten eicht man die Testanordnuny 
empirisch, indem man die Lage des ersten Gleichgewichts fiir ver. 
schiedene Konzentrationen von Fischer-Ester bestimmt. Aus der 
Kichkurve kann man dann die Konzentration des Fischer-Esters fiir 
beliebige Lichtschwachungen ablesen. 


Zusammensetzung der Testlisung. 
Die Testlésung wird aus Stammlésungen folgendermaBen zu. 

sammengesetzt : 

2,0 cem Wasser, 

0,30 ,,  m/2. Phosphat, py 7,4, 

0,30 ,, 2% iges Glykokoll, 

0,10 ,, Diphospho-Pyridinnucleotid (6 mg/ecm), sodaB c = 3+ 10-4Mole 

pro Liter, 

0,30 ,, m/5 d, 1-Fischer-Ester (neutralisiert). 
© 3,00 com. py der Mischung ist auf 7,4 einzustellen. 

Bei ¢, 100 y Protein des oxydierenden Ferments. 

Bei ¢, 0,02cem der zu priifenden Fermentlésung. 


1. Beispiel. 


Tabelle ILI enthalt ein Versuchsbeispiel; es ist in Abb. 4 (vgl. 
Kinleitung) graphisch dargestellt. 


Tabelle II]. Messung von Hefe-Isomerase. 
Pu 7,4. 20°. 4340mu. d = 0,574 cm. 
Bei t Zusatz des oxydierenden Ferments. Bei ¢) Zusatz der Isomerase. 








Minuten 4in * Minuten 4 in “2 
— oxyd. Ferm. : - . 0.60 
») 145 3 0,53 
2 yA : 
| Endwert 4 0,52 a 
- Isomerase 5 1,51> | eed ee i 5 0.52 > Ph sgateral 
1 0,83 — | Gleichgewichts 


2. Methode. 


Zu einer Lésung von Fischer-Ester, die mit Phosphat auf py 7,4 
eingestellt ist, geben wir Isomerase. In geeigneten Zeitabstanden ent- 
nehmen wir Proben, zerstéren die Isomerase durch Ansauern auf Kongo- 
aciditat und bestimmen den nicht isomerisierten Fischer-Ester licht- 
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elektrisch, indem wir ihn in der irreversiblen Oxydationsreaktion der 
Garung reagieren lassen. 

Die Konzentration des d,|-Fischer-Esters bei der Isomerisierung 
war 1-10-%mol. Je leem wurden zur lichtelektrischen Titration 
entnommen. Die Bedingungen dabei waren: 

1,00 cem der zu priifenden Lésung, 

0,60 ,, Wasser, 

1,00 ,, m/10 Pyrophosphat, py 7,1. 

0,10 ,,  Diphospho-Pyridinnucleotid (6 mg/cem), so daB c= 3 - 10-4Mole 
pro Liter, 

0,30 ,, 54% sek. Natriumarseniat. 

3,00 com. py der Mischung war 7,4. 

Bei t, 100 y Protein des oxydierenden Ferments. 

Mit dieser Anordnung haben wir die kristallinische Muskel-Zymo- 
hexase auf Isomerase gepriift. Wir fanden (A340 my, d = 0,574 cm): 





lecem Fischer-Ester-Lésung 


1 ecm Fischer-Ester-Lésung + 0,9 mg Kristalle, die 10 Min. 
direkt zur Testlésung bei 20° einwirkten 
i : 
4n— 4in-2 
i i 
Endwert, 5 Min. nach | 
Zugabe des oxydierenden 1,400 0,639 





Ferments abgelesen : s nerbigs F 
Differenz 1,400 — 0,639 0,761 in 10 Min. 
== 0,0761 in 1 Min. 


Bei dieser Anordnung ist die Umrechnung der Lichtschwachung 
in Mole isomerisierten Fischer-Ester einfach und geschieht genau so- 
wie bei dem Zymohexasetest die Umrechnung in Mole gebildeten Fischer, 
Ester. Wir finden so aus dem angefiihrten Beispiel, dai 100000 g¢ 
Kristalle bei 20° und px 7,4 


1,05 Mole Fischer-Ester pro Minute 
isomerisieren, 

Da 100000 g kristallisierte Zymohexase unter den gleichen Be- 
dingungen 1390 Mole Hexosediphosphat pro Minute spalten, so ist bei 
Versuchen mit kristallisierter Zymohexase die Isomerisierung des 
gebildeten Keto-Triosephosphats zu vernachlassigen — ein Ergebnis, 
das fiir die Berechnung der Wirksamkeit der Zymohexase von Be- 
deutung war. 

Vergleich der beiden Methoden. 


Die erste Methode ergibt den ganzen zeitlichen Verlauf der Isome- 
rasewirkung, aber die Umrechnung der Lichtschwaichung in Mole 
isomerisierten Fischer-Ester ist umstandlich. 


Biochemische Zeitschrift Band 314. 11 
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Die zweite Methode hat die Mangel einer Differenzbestimmuny. 
aber die Umrechnung der Lichtschwachung in Mole isomerisierten 
Fischer-Ester ist einfach. 


II. tsolierung und Kristallisation der Muskel-Zymohexase, 


Die Muskeln von 45 Ratten wurden zweimal durch die Fleisch. 
maschine gedreht. Der Muskelbrei (4760 g) wurde mit dem dreifachen 
Volumen Wasser 1 Stunde extrahiert, das Ungeléste wurde ab- 
zentrifugiert und verworfen. 

Das Volumen des Extrakts betrug 14160 ccm. Nach Kiihlung 
auf 0° wurde mit 9330 ccm kaltem Aceton gefallt, der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und verworfen. 

Die iiberstehende Fliissigkeit wurde mit 2250 ccm Aceton weiter- 
gefallt. Der Niederschlag, der das Ferment enthalt, wurde abzentri- 
fugiert, mit 1 Liter Wasser verrieben und nach Zusatz von 1/99 Volumen 
Chloroform bei 6° iiber Nacht langsam geschiittelt. Der entstandene 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und verworfen. Die tiberstehende 
Fliissigkeit (1200 cem) wurde im Vakuumexsikkator iiber Kieselgel in 
gefrorenem Zustand getrocknet. Die Ausbeute an Trockenpulver, das 
haltbar ist, betrug 24 g. 


Fraktionierung mit Ammonsulfat. 
Richtlinien. 


1. Die ,,gesattigte‘‘ Ammonsulfatlésung, mit der wir fraktionieren, 
enthalt 1/j9) Volumen normal Ammoniak. Ammonsulfatlésung, der 
kein Ammoniak zugesetzt ist, schidigt das Ferment bei dem Vorgang 
des Wiederauflésens der Niederschlage, der sich bei tropfenweisem 
Zusatz des Ammonsulfats bei jeder Fallung oft wiederholt. 

2. Wir lassen die Ammonsulfatlésung aus einer Biirette unter 
Umriihren zuflieBen, bis eine Triibung entsteht. Dann fallen wir langsam 
durch Zusatz von Tropfen. Bei tropfenweisem Zusatz werden weniger 
Verunreinigungen mitgerissen als bei schnellem Zusatz. 

3. Beim Fallen mit Ammonsulfatlésungen ist die Entstehung von 
Luftblischen zu vermeiden, weil das Ferment an den Phasengrenzen 
denaturiert wird. Wir entgasen deshalb die wasserigen Lésungen vor 
dem Zusatz des Ammonsulfats durch Evakuieren. 

4. Die Ammonsulfatniederschlige werden gelést, indem man 
tropfenweise n/100 wasseriges Ammoniak zugibt und umriihrt. Es 
entstehen so véllig klare, sehr konzentrierte Lésungen. 

5. In den konzentrierten Lésungen ist das Ferment unbestandiger 
(vgl. Richtlinien zur Kristallisation) als in verdiinnten Lésungen. Man 
verdiinnt deshalb sofort, nachdem die Niederschlage gelést sind. Aber 
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auch in den verdiinnten Lésungen |4Bt man das Ferment nicht stehen. 
falls man die Fraktionierung unterbrechen mu, sondern man fallt 
das Ferment vorher aus. 


Ausfiithrung. 


Weil die Fraktionierung schnell vor sich gehen soll und wegen des 
geringen Fassungsvermégens der hochtourigen Zentrifugen sind 8 g 
Trockenpulver die Héchstmenge, die wir in einem Fraktionierungsgang 
verarbeiten. 

8g Trockenpulver wurden mit 160 ccm Wasser verrieben. Das 
Ungeléste wurde abzentrifugiert und verworfen. 

1. Fadllung. Die tiberstehende Lésung, die durch Hamoglobin und 
Myoglobin rot gefairbt war und ein Volumen von 160 ccm hatte, wurde 
mit 240 cem ges. Ammonsulfat gefallt. Der Niederschlag, der das 
Ferment enthalt, wurde mit 80 ccm 0,4gesattigter Ammonsulfatlésung 
verrieben, wobei sich nur ein Teil léste. Das Ungeléste wurde ab- 
zentrifugiert und verworfen. 

2. Fallung. Aus der itiberstehenden Lésung wurde das Ferment 
mit 8 ccm ges. Ammonsulfatlésung gefallt. Der abzentrifugierte Nieder- 
schlag wurde mit n/100 Ammoniak gelést, die Lésung wurde mit Wasser 
auf 40 ccm aufgefiillt. 

3. Fdllung. Aus den 40 ccm wurde das Ferment mit 40 cem ges. 
Ammonsulfatlésung ausgefaillt. Der Niederschlag wurde wie bei der 
zweiten Fallung auf ein Volumen von 40 ccm gelést. 

Aluminiumhydroxyd. Zu den 40 cem wurden 4 ccm 30 vol.°jiges 
Aluminiumhydroxyd gegeben. Die Suspension blieb 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur, unter mehrfachem vorsichtigem Bewegen (nicht 
Schiitteln!). Dann wurde zentrifugiert. 

Das Aluminiumhydroxyd nimmt dabei kein Ferment und nur sehr 
wenig anderes Protein aus der Lésung heraus, aber kleine Mengen 
von Substanzen, die bei der Kristallisation stéren. 

4. Fdllung. Die iiber dem abzentrifugierten Aluminiumhydroxyd 
stehende Lésung (42 ccm) wurde mit dem gleichen Volumen ges. Ammon- 
sulfat gefallt. 

Kristallisation. 

Richtlinien. Wir kristallisieren das Ferment aus etwa halbgesattigter 
Ammonsulfatlésung, die in bezug auf freies NH, n/10 ist. Ebenso wie 
bei der Kristallisation des oxydierenden Garungsferments ist das freie 
Ammoniak hier notwendig. 

Vor der Kristallisation ist die Zymohexase noch mit Fermenten 
verunreinigt, die sie zerstéren. Bezeichnen wir die Konzentration der 
Zymohexase mit c und die Konzentration eines zerstérenden Ferments 
mit z, so ist ta 

ae 
ii* 














164 O. Warburg u. W. Christian: 


d. h. der Bruchteil der Zymohexase, der in der Zeiteinheit zerstért wird, 
ist fiir eine gegebene Lésung um so groBer, je konzentrierter die Lésung ist. 


Da wir aus konzentrierten Lésungen kristallisieren, so ist es nach 
dem Gesagten wichtig, daB die Kristallisation so schnell wie méglich 
nach der Herstellung der konzentrierten Lésung beginnt. Wir erreichen 
dies durch Zusatz von Impfkristallen zu einer 5- bis 10% igen Ferment- 
losung, die soviel Ammonsulfat enthalt, daB das amorphe Ferment 
gerade noch gelést ist. Bei Zusatz der Impfkristalle fallt dann in wenigen 
Stunden die Hauptmenge des Ferments — das in kristallinischem Zu- 
stand schwer léslich ist — aus. 


Ausfiihrung. Der nach der 4. Ammonsulfatfallung erhaltene scharf 
zusammenzentrifugierte Niederschlag wurde mit der eben notwendigen 
Menge n/100 Ammoniak gelést. Die Lésung, die noch schwach rétlich 
gefirbt war, wurde mit wenig Wasser in eine Kristallisierschale gespiilt 
und mit gesattigtem Ammonsulfat bis zur Triibung versetzt. Dann 
wurde tropfenweise unter Riihren 1/,. Volumen n Ammoniak zugegeben, 
wobei die Lésung wieder klar wurde, und schlie8lich nochmals mit ges. 
Ammonsulfat bis zur Triibung versetzt. Das Volumen der Lésung 
betrug jetzt 15 ccm, die EiweiBkonzentration war 5,8%, die Eiweil- 
menge in der Schale betrug 870 mg. Bei Zusatz der Impfkristalle begann 
sofort die Kristallisation in Formen, wie sie in den Abb. 1 und 2 (vg. 
Einleitung) abgebildet sind: Nach dreistiindigem Stehen iiber Kieselge! 
in einem nicht evakuierten Exsikkator war die Fliissigkeit zu einem 
Brei reiner Kristalle erstarrt, 664 mg Kristalle waren ausgefallen. Nach 
16 Stunden waren weitere 117 mg Kristalle ausgefallen, die aber weniger 
rein waren und deshalb verworfen wurden. Die Mutterlauge (12 ccm) 
enthielt dann nur noch 17 mg EiweiB. 

Umkristallisieren. Die 664 mg wurden in n/100 Ammoniak gelést 
und noch zweimal wie oben beschrieben kristallisiert, wobei die Anfangs- 
konzentration an Protein etwa 7% war. Die Kristalle wurden beim 
Umkristallisieren diinner und waren schlieBlich sehr diinne zerbrechliche 


Platten von der Form | |. 

Wahrend die Mutterlauge der ersten Kristallisation noch schwach 
rotlich gefarbt war, war die Mutterlauge der letzten Kristallisation 
farblos. 

Die Temperatur bei den Kristallisationen war etwa 20°, Kiithlung 
bei der Kristallisation hatte keinen Vorteil. 

Ausbeute. In dem beschriebenen Versuch betrug die Ausbeute: 


1000 mg Ferment, erste Kristallisation : aus den Muskeln von 22 Ratten, 
1000 mg Ferment, dritte Kristallisation ; aus den Muskeln von 37 Ratten. 
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Reinigung. Im Lauf des Isolierungsverfahrens nahm die spezifische 
Wirksamkeit 


A ln ‘ pro Minute, fiir d = 0,574cm, bei 20° und px 7,4 


W mg Protein 
ccm 
in folgendem Mabe zu: 

w 
In dem wisserigen Muskelextrakt.................055 1,7 
In dem wasserigen Extrakt des Trockenpraparats .... 13 
Nach der Ammonsulfat-Fraktionierung ............... 100 
Nach der ersten Kristallisation ...................40. 110 
Nach der dritten Kristallisation ..................05. 110 


Da der Muskelextrakt Isomerase enthalt, die Kristalle aber praktisch 
frei von Isomerase sind, so stieg bei der Reinigung des wasserigen 
Extrakts die spezifische Wirksamkeit auf das 


110 
7 -2 = 180 fache. 


Wenn, wie aus obiger Zusammenstellung hervorgeht, W bei der 
Kristallisation nur noch um 10°, und beim Umkristallisieren gar 
nicht mehr steigt, so darf man daraus nicht schlieBen, daB die 
Kristallisation tiberfliissig ist. Das amorphe Praparat, dessen W = 100 
ist, enthalt noch soviel Begleitfermente, daB es fiir biologische Versuche 
unbrauchbar ist. Und das einmal kristallisierte Praparat, dessen 
W = 110 ist, enthalt noch soviel Spuren von Salzen und anderen Ver- 
unreinigungen, daB es chemisch-analytisch unbrauchbar ist. 


Man mu dabei bedenken, daf die Anspriiche an Reinheit in der 
Fermentchemie gréBer sind als in der gewéhnlichen Chemie. Denn was 
in der Fermentchemie zur Zeit im Vordergrund steht, ist der Nicht- 
proteinteil der Fermente. Nehmen wir nun an, daB 1 Mol Wirkungs- 
gruppe mit 100000 g Protein in dem Ferment verbunden ist, so wire 
ein Reinheitsgrad von 99,9 ° fiir die chemisch-analytische Untersuchung 
nicht ausreichend. Es ist klar, daB die hier verlangten Reinheitsgrade 
niemals in amorphen K6rpern vorliegen und nur durch Kristallisieren 
und Umkristallisieren erreicht werden kénnen. 

Wirksamkeit der Kristalle Eine Bestimmung der Wirksamkeit der 
Kristalle ist in Kapitel I mitgeteilt. Bei 26° und py 7,4 spalten 100000 g 
Kristalle 

1390 g-Molekiile Hexosediphosphat pro Minute. 


Schwermetallgehalt der Kristalle. Von den Eigenschaften der Kristalle 
sei, weil es im Zusammenhang dieser Arbeit wichtig ist, erwahnt, dab 
sie keine st6chiometrischen Mengen Schwermetall enthalten. 
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Zweimal umkristallisierte Kristalle wurden scharf zusammen. 
zentrifugiert und in wenig Wasser gelést. Die Proteinmenge in dieser 
Lésung wurde optisch — durch Messung der Lichtabsorption bei 280 m», 
bestimmt und betrug 400 mg. : 
Die Lésung wurde im Vakuum eingefroren zur Trockne verdampft. 
Nach 24stiindiger Veraschung bei 550° blieben 0,1 mg Riickstand. 
Die Asche von 100 mg Protein enthielt : 


etwa 2 y Kupfer kein Mangan 
2y Zink » Kobalt 


» 1»y Eisen 
3-106g Protein enthielten also 1 Grammatom Kupfer und 
1 Grammatom Zink, 5- 106g Protein enthielten 1 Grammatom Eisen: 
waihrend das Verbindungsgewicht des Proteins von der GréB®enordnung 
105g sein miiBte, wenn die Kristalle eine stéchiometrische Metal)- 
Proteinverbindung waren. 


IV. Trockenpriparat der Hefe-Zymohexase, 


275 ccm Lebedew-Saft aus Unterhefe (py 5,8) werden bei 0° unter 
Riithren mit 110 ccm kaltem Aceton gefallt. Der Niederschlag wird 
abzentrifugiert und verworfen. 

Die tiberstehende Lésung wird mit 27,5 ccm Aceton weiter gefallt. 
Der Niederschlag, der das Ferment enthalt, wird mit Wasser auf ein 
Volumen von 110 ccm gebracht. Das Ungeléste wird abzentrifugiert 
und verworfen. 

Die iiberstehende Fliissigkeit, deren py 6,22 ist, wird bei 0° mit 
49,5cem Athylalkohol gefallt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert 
und verworfen. 

Die iiberstehende Filiissigkeit wird mit 5 ccm Athylalkohol weiter- 


gefallt. Nach einstiindigem Stehen bei 0° — wobei der Niederschlag 
zunimmt — wird zentrifugiert. Die tiberstehende Fliissigkeit wird 


abgegossen und verworfen, der Niederschlag wird in 50 com Wasser 
gelést. Die klare Lésung wird im Vakuum iiber Kieselgel in gefrorenem 
Zustand eingetrocknet. Das Trockenpulver, das farblos ist, ist haltbar. 
Ausbeute 1,5 g. 

Die Wirksamkeit des Praparats wird in m/50 Cystein unter Zusatz 
von Zinksulfat gemessen. Ein Beispiel ist in Tabelle II, Kapitel I. 
mitgeteilt. 

Das Praparat ist etwa 20mal unwirksamer als die kristallisierte 
Muskel-Zymohexase. 


V. Hemmung der Hefe-Zymohexase durch Komplexbildner, 


Allgemeines. Da in dem optischen Zymohexasetest zwei Ferment. 
reaktionen zusammenwirken — die Spaltung des Diphosphats und die 
Oxydation des Fischer-Esters —, so ist fiir jede Hemmung, die man 
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findet, zu priifen, welche der beiden Reaktionen gehemmt ist. Wir 
tun dies, indem wir zu der hemmenden Testlésung bei t — 0 nicht 
Zymohexase, sondern Fischer-Ester geben. Reagiert dann der Fischer- 
Ester schnell und vollstandig in der Oxydationsreaktion, so ist es nicht 
die Oxydation des Fischer-Esters, sondern die Spaltung des Diphosphats, 
die gehemmt wird. 

Auf diese Weise haben wir festgestellt, da die Komplexbildner 
Pyrophosphat, x-«’-Dipyridyl, Cystein und Glutathion unter Bedin- 
gungen, unter denen sie den Test hemmen, die Oxydation des Fischer- 
Esters nicht hemmen. 

Obwohl an der Oxydationsreaktion Schwermetalle nicht beteiligt sind, 
ist dies nicht selbstverstandlich. Z.B. hat Th. Biicher beobachtet, daB 
Fischer-Ester mit Cystein reagiert. Die erwahnte Kontrolle zeigt, daf diese 
Reaktion so langsam verlauft, daB sie bei unserer Testanordnung nicht 
stort (vgl. auch Kapitel 1). 

Blausaéure reagiert, insbesondere bei alkalischer Reaktion, schnell mit 
Fischer-Ester, und kann so bei unserer Versuchsanordnung Fischer-Ester 
der Oxydationsreaktion entziehen. Der optische Test ist also nicht geeignet 
zur Untersuchung der Frage, ob Blauséiure die Zymohexase hemmt. 


Tabelle IV. Wirkung von Pyrophosphat auf die Hefe-Zymohexase. 
20°. pu 7,4. 4340mu. d = 0,574em. 


Bei ¢t, in jedes GefaB 0,4 mg Hefe-Ferment. 





Ohne Pyrophosphat m/1000 Pyrophosphat m/200 Pyrophosphat | m/100 Pyrophosphat 


_ | jin to 4\n =o jin -2 Jin = 
i i i i 

1 0,378 0,402 0,299 0,161 
2 0,760 0,765 0,502 0,221 
3 1,110 1,070 0,665 0,264 
+ 1,440 1,364 0,797 0,289 
5 1,747 1,602 0,900 0,326 


Pyrophosphat hemmt 
die Wirkung der Hefe- 
Zymohexase bei neutraler | 
Reaktion. Die Hemmung 
nimmt mit der Zeit zu 42 
und betragt in m/100 Pyro- | 
phosphat, 5 Minuten nach — .», 





























Zusatz des Ferments zu & . 
der Testlésung, 90% (Ta- 
belle IV, Abb. 6). as 77 Fe Pyraphasphat eset 
a-a'-Dipyridyl hemmt aan eee 
die Hefe-Zymohexase. Die N J 
0 1 2 3 . SMa. 


Hemmung hangt von der 
a / Abb. 6. Hemmung der Hefe-Zymohexase durch 
H-Ionen-Konzentration ab Pyrophosphat. py 7,4. 
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und ist bei saurer Reaktion gréBer als bei neutraler Reaktion (Ta- 
belle V). Fiir nicht zu groBe Hemmungen gilt angenahert 


Wirkungs- Rest 


oval ie we 
Wirkungs-Hemmung | “Pipyridy! konstant. 


Tabelle V. Wirkung von a-«’-Dipyridyl auf die Hefe-Zymohexase. 


20°. 4340mu. d=0,574em. Bei t, je 0,4mg Hefe-Ferment. 














jin a 4 in > 
Pu CDipyridy! * Pid Hemmung Pa CDipyridyl om FR, Hemmung 
% 1. Minute % % 1. Minute % 
6,4 0 0,417 “4°19 0,345 
6,4 0,005 0,314 25 7,4 0,0167 0,347 0 
6,4 0,0167 0,095 77 7,4 0,05 0,215 38 
6,4 0,05 0,024 94 7,4 0,167 0,037 89 


Cystein hemmt die Wirkung der Hefe-Zymohexase bei neutraler 
Reaktion, fast vollstandig bei schwach alkalischer Reaktion. 


Im allgemeinen war das px bei unsern Versuchen 7,4. Wir ent- 
deckten dabei, daB die Cysteinhemmung vom Saverstoffdruck abhangt. 


Tabelle VI enthalt ein Versuchsbeispiel, aus dem man zunachst 
sieht, daB bei Abwesenheit von Cystein die Fermentwirkungen voll- 
standig gleich sind, ob man die Testlésung mit Argon oder mit Sauerstoff 
sittigt; daB aber in m/50 Cystein der nicht gehemmte Wirkungs- Rest 
in Argon 2,8mal so grof wie in Sauerstoff ist. In Sauerstoff ist also 
die Cystein-Hemmung groBer wie in Argon. 


Tabelle VI. Wirkung von Cystein auf die Hefe-Zymohexase. 


pu 7,4. 20°. 2340mu. d= 0,574cem. Je 0,4mg Ferment. 





Ohne Cystein Ohne Cystein In m/50 Cystein In m/50 Cystein 
Minuten A rgon O» Argon O02 
ain? 4in ‘2 4in“2 4in“2 
’ ’ i t 
1 0,335 0,338 0,082 0,047 
2 0,657 0,661 0,149 0,071 
3 0,959 0,979 0,225 0,092 
4 1,262 1,288 0,306 0,120 
5 1,555 1,579 0,391 0,140 


Es wird aus dem folgenden Kapitel hervorgehen, warum die Cystein- 
hemmung vom Sauerstoffdruck abhingt und daB die Verunreinigung 
der Testlésung mit Spuren von Schwermetallsalzen dabei eine Rolle 
spielt. 
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Glutathion hemmt die Wirkung der Hefe-Zymohexase nicht bei 
neutraler Reaktion, aber bei px 8,5. 


Tabelle VII enthalt ein Versuchsbeispiel, in dem die Wirkungen 
des Glutathions und Cysteins verglichen wurden und zeigt, dai Cystein 
ein wirksameres Hemmungsmittel ist als Glutathion. Wahrscheinlich 
hangt dies damit zusammen, daB — wie Kubowitz! 1935 gefunden hat — 
Cystein Eisensalze fester bindet als Glutathion. 


Tabelle VII. Hemmung der Hefe-Zymohexase durch Glutathion 
: und durch Cystein. 
pu 8,5 (m/10 NH,-Puffer). 20°. 2340myu. d=0,574cem. Je 0,4mg 
Ferment. Testlésungen mit Luft gesattigt. 





Ohne SH m/50 Cystein m/50 Glutathion 

Minuten ig ig vig 
Jin- Jin = Jia = 

1 0,508 — 0,359 

2 0,945 0,649 

3 1,385 - 0,928 

4 1,765 — 1,185 

5 2,090 0,077 1,446 


Zusammenfassung. 


Wenn Komplexbildner, die so verschieden zusammengesetzt sind, 
wie Pyrophosphat, Dipyridyl und Cystein, die Hefe-Zymohexase 
hemmen, so folgt daraus nach einem Prinzip2, das sich seit 1923 be- 
wahrt hat: 


1. daB das Ferment eine Schwermetallverbindung ist, 


2. daB das Ferment eine dissoziierende Schwermetallverbindung ist, 
die also ihr Metall abspaltet, wenn die Konzentration an freiem 
Metallsalz in der Lésung hinreichend klein geworden ist. 


In bezug auf die zweite Eigenschaft unterscheidet sich die Hefe- 
Zymohexase z.B. von dem _ sauerstoffiibertragenden Ferment der 
Atmung, das zwar eine Schwermetallverbindung, aber keine dissozi- 
ierende Schwermetallverbindung ist; das zwar durch die Komplex- 
bildner Blauséure und Kohlenoxyd gehemmt wird, die sich mit dem 
Hamin verbinden, aber nicht durch Pyrophosphat und Cystein, die 
lediglich die Konzentrationen der freien Metallsalze in den Lésungen 
vermindern. 


1 F. Kubowitz, diese Zeitschr. 282, 278, 1935. — ? O. Warburg u. 
S. Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923; S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 
68, 1923. 
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VI. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Schwermetalle, 

Wenn Komplexbildner die Hefe-Zymohexase hemmen, indem sie 
ihr Schwermetall entziehen, so sollte es méglich sein, durch Zusatz von 
Metallsalzen die Hemmungen wieder riickgangig zu machen, d.h. das 
Ferment aus Protein und Metallsalz zuriickzubi!den. Im Fall der 
Phenoloxydase! ist eine derartige Riickbildung zum erstenmal gelungen. 
Wir beschreiben in diesem Kapitel die Riickbildung der Hefe-Zymo- 
hexase, wobei wir zunachst einige Punkte hervorheben, die bei den 
Versuchen mabgebend waren. 


Die wirksamen Metallsalzkonzentrationen. 


Will man ein durch Komplexbildner gehemmtes Ferment durch 
Zusatz von Metallsalzen reaktivieren, so muB man zum mindesten eine 
dem Fermentprotein aquivalente Menge an Metallsalz zusetzen. Im 
allgemeinen wird man sehr viel mehr Metallsalz zusetzen miissen, da 


der hemmende Komplexbildner die Hauptmenge des Metallsalzes: 


binden wird. Doch mu8B der Metallsalz-Zusatz immer klein gegen die 
Menge des Komplexbildners bleiben. Denn sonst wiirde eine Reakti- 
vierung des Ferments durch den Metallzusatz nur beweisen, daB das 
Metallsalz sich mit dem Komplexbildner verbindet, nicht aber, dai 
das Metal!!salz sich mit dem Fermentprotein verbindet. 


Bedingung der Reversibilitat. 

Zugesetzte Metallsalze kénnen nur reaktivieren, wenn auf die Ent- 
ziehung des Metalls durch den Komplexbi!ldner nicht irreversible Ver- 
ainderungen in dem Fermentprotein folgen. 

Es scheint, daB die Pyrophosphathemmung mit solchen irre- 
versiblen Veranderungen verbunden ist. Denn man kann die Pyro- 
phosphathemmung der Hefe-Zymohexase zwar durch Zusatz von 
Zinksalzen verhindern, aber man kann die Hemmung, wenn sie erst 
voll ausgebildet ist, nicht mehr durch Zinksalze riickgingig machen. 

Die Cysteinhemmung ist, auch wenn sie voll ausgebildet ist, voll- 
standig reversibel. Cystein? war deshalb bei unsern Reaktivierungs- 
versuchen der Komplexbi!dner. 


Cystein als Regler von Metallsalzkonzentrationen. 


Gibt man Zinksalz zu iiberschiissigem neutralem Cystein, so wird 
das Zink von der SH-Gruppe des Cysteins gebunden, bis das Gleich- 
gewicht 

Zink x (Cystein)" __ x 
Zinkkom plex 

1 FP. Kubowitz, diese Zeitschr. 292, 221, 1937; 299, 32, 1938. — 2 Uber 
das Verhalten von Schwermetallsalzen zu Cystein vgl. O. Warburg, diese 
Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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erreicht ist. Das Verhaltnis freies Zink: gebundenes Zink, das von K 
und der Cysteinkonzentration abhangt, finden wir in m/50 Cystein 
(20°, pu 7,4) kleiner als 1: 1000. 


Betragt also — in m/50 Cystein — die Gesamtkonzentration an 
Zink 10-5 Mole ‘Liter, so ist die Konzentration an freiem Zink kleiner 
als 10-8 Mole/Liter, d.h. kleiner als 


0,00065 y pro ccm. 


Derartig kleine Zinkkonzentrationen kénnen iiberall als Ver- 
unreinigungen vorkommen; sie konstant zu halten, ist im allgemeinen 
schwierig, mit Hilfe von Cystein aber leicht.: Denn in Cystein-Zinksalz- 
lésungen wird jeder Verbrauch an freiem Zinksalz, etwa durch Adsorption 
an die GefiBwande, aus dem groben Vorrat des komplex gebundenen 
Zinks wieder ersetzt. Der dissoziierende Cystein-Zinkkomplex spielt 
hier eine ahnliche Rolle, wie die dissoziierende schwache Saure bei der 
Regelung der H-lonenkonzentrationen. 


In der Tat hat sich bei unsern Versuchen gezeigt, daB die Wirkung 
der Hefe-Zymohexase im allgemeinen von Zufalligkeiten abhangt — 
von Verunreinigungen der Testlésungen und der VersuchsgefaBe; dal 
aber die UnregelmaBigkeiten verschwinden, wenn man die Wirkung 
in Cystein unter Zusatz von Metallsalzen mibt. 


Cystein als Valenzregler. 


Da das dreiwertige Eisen des komplexen Ferricysteins durch 
Cystein zu zweiwertigem Eisen reduziert wird und da das zweiwertige 
Eisen des komplexen Ferrocysteins durch molekularen Sauerstoff zu 
dreiwertigem Eisen oxvdiert wird, so hangt es von dem Saverstoffdruck 
ab, mit dem eine Cysteinlésung gesattigt ist, wieviel Eisen in der drei- 
wertigen und wieviel Eisen in der zweiwertigen Form vorliegt. 


Cystein ist also nicht nur ein Mittel zur Erzeugung definierter 
kleiner Metallsalz-Konzentrationen, sondern auch ein Regler der Valenz 
der Metalle. Angewendet auf dissoziierende Fermente bedeutet dies, 
daB, falls die Valenz polyvalenter Schwermetalle nicht gleichgiiltig ist, 
die Fermentwirkungen in Cysteinlésungen abhingig vom Sauerstoff- 
druck werden. 


Deshalb wird die Wirkung der Hefe-Zymohexase, die im all- 
gemeinen unabhangig vom Sauerstoffdruck ist, bei Zusatz von Cystein 
abhangig vom Sauerstoffdruck. Nur wenn das aktivierende Metall 
Zink ist — das seine Valenz nicht andern kann —, ist auch in Cystein- 
lésung der Sauerstoff ohne Einflu8. 
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Versuche mit Zink. 
Hefe-Zymohexase, die durch m/50 Cystein gehemmt ist, wird durch 
m/50000 Zinksulfat zum Teil, durch m/5000 Zinksulfat vollstandiyg 
reaktiviert (Tabel!le VIII und Abb. 7). 


Tabelle VIII. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Zink. 


pu 7,5. 20°. 24340myu. d= 0,574cem. Je 0,4mg Ferment. 





Ohne m/50 Cystein m/50 Cystein  m/50 Cystein m/50 Cystein m/50 Cystein 












































Cystein 
_ ~ ~ 1.5 y Zn/eem 15 y Zn/eem 15 y Zn/cem 
(2,32 (2,32 (2,32 
Min. + 10-5 mol.) : 10-4 mol.) - 10-4 mol.) 
O. oder O2 Argon Oo O05 Argon 
Argon 
4in “2 4ain-2 ain! 4in“2 ain “2 4in-2 
v 7 v 4 J v a 
1 0,337 0,047 | 0,082 0,200 0,417 0,420 
2 0,659 0,071 0,149 0,391 0,846 0,826 
3 | 0,965 0,092 0,225 0,077 1,248 1,228 
4 1,275 0,120 0,306 0,770 1,621 1,584 
5 | 1,567 0,140 0,391 0,959 1,932 1,903 
Differenz 0,251 Kein Unterschied 
40 T T 
| 
16 ! 
k 
“She 
5 
OY 
¢ Y 
0 7 2 3 ¥ 5Min. 


Abb. 7. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Zink. (Unabhingigkeit der Zinkwirkung 
vom Sauerstoffdruck.) 


Da die Zinkwirkung unabhingig vom Sauerstoffdruck ist, war 


zu erwarten, da Zink seine Valenz nicht andern kann. Bemerkenswert 
aber ist, daB Zink auch die vor dem Zinkzusatz vorhandene Abhiangig- 
keit vom Sauerstoffdruck zum Verschwinden bringt. 
Bemerkenswert ist ferner, da8 Zink nicht nur die Cysteinhemmung 
aufhebt, sondern dariiber hinaus zusiétzliche Wirkung erzeugt. 
Offenbar ist Zink imstande, andere Metalle, mit denen das Ferment - 
protein je nach Herkunft und Verunreinigung der Testlésungen ver- 
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bunden ist, zu verdrangen. Ist das verdrangte Metall ein katalytisch 
unwirksames Metall, so entsteht bei der Verdrangung durch Zink 
zusatzliche Wirkung. Ist das verdringte Metall Eisen, so verschwindet 
bei der Verdringung durch Zink die Abhangigkeit vom Sauerstoffdruck. 


Diese Ergebnisse sind auch methodisch wichtig fiir den Test zur 
Priifung der Hefe-Zymohexase. Wir messen die Hefe-Zymohexase in 
m/50 Cystein unter Zusatz von Zinksulfat und machen uns damit von 
den zufalligen Verunreinigungen der Priparate und der Lésungen 
unabhangig. 

Versuche mit Eisen. 


Hefe-Zymohexase, die durch m/50 Cystein gehemmt ist, wird durch 
Eisensalze reaktiviert, wenn die Lésungen frei von Sauerstoff sind, 
nicht aber, wenn die Lésungen mit Sauerstoff von Atmospharendruck 
gesattigt sind. (Tabelle IX und Abb. 5 in der Einleitung.) Dies be- 
deutet, da8 Eisen nur als zweiwertiges Eisen aktiviert. Denn in welcher 
Oxydationsstufe man das Eisen auch zusetzen mag, in Cysteinlésungen, 
die frei von Sauerstoff sind, liegt das gesamte Eisen als Ferro-Eisen vor 
und in Cysteinlésungen, die mit Sauerstoff von Atmospharendruck 
gesittigt sind, liegt das Eisen im wesentlichen als Ferri-Eisen vor. 

Methodisch ist bei den Versuchen zu beachten, dab eine Cystein- 
lésung, die Eisen enthalt, mit Sauerstoff nicht im Gleichgewicht ist, 


Tabelle IX. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Eisen. 
py 7,5. 20°. 2340mu. d= 0,574cem. Je 0,4mg Ferment. 











Ohne Cystein m/50 Cystein m/50 Cystein m/50 Cystein m/50 Cystein 

1- 10-5 mol. Fe — 1- 10-5 mol. Fe 

ui (0,56 y Fe/eem) (0,56 y Fe/eem) 
= O, oder Argon O» O» Argon Argon 
4in-2 4in-2 sin? 4in~2 jin? 
7 U U t i 
i 0,384 0,053 0,064 0,097 0,225 
2 0,751 0,080 0,089 0,185 0,448 
3 1,064 0,097 0,12 0,287 0,682 
4 1,374 0,113 0,160 0,390 0,914 
5 1,618 0,137 0,204 0,503 1,128 

Differenz 0,067 Differenz 0,625 


sondern Sauerstoff unter Bildung von Cystin verbraucht. Setzt man bei 
den Reaktivierungsversuchen zuviel Eisensalz zu, so verlauft diese 
katalytische Oxydation so schnell, daf sich waihrend des optischen Tests 
die Sauerstoffkonzentration in der Testlésung und damit der Oxydations- 
zustand des Eisens andert. Die Eisenkonzentration bei den Reakti- 
vierungsversuchen war deshalb méglichst niedrig und tiberstieg nicht 
10-5 Mole pro Liter (0,56 y Fe/cem). 
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Versuche mit Kobalt. 

Hefe-Zymohexase, die durch ,m/50 Cystein gehemmt ist, wird 
durch Kobaltosalze reaktiviert, wenn die Lésungen frei von Sauerstof{ 
sind, nicht aber bei Gegenwart von Sauerstoff (Tabelle X und Abb. 8). 
Dies bedeutet, daB Kobalt nur als zweiwertiges Kobalt aktiviert. Denn 
wie Ferro-Cystein, so wird Kobalto-Cystein von Sauerstoff schnell zu 
der dreiwertigen Verbindung oxydiert. 


Tabelle X. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Kobalt, 
pu7,5. 20°. 2340mu. d = 0,574cem. Bei t, in jedes GefaB 0,4mg Ferment. 





Ohne Cystein m/50 m/50 Cystein m50 m/50 Cystein 


ae Cystein§ 5,9-10-5 mol. Kobalt Cystein 5,9. 10-5 mol. Kobalt 

Mi =~ (3,5 y Co/cem) — (3,5 y Co/eem) 
= O, oder Argon O, Ov Argon Argon 
jin ~ d\n - 4in . jin “° 4ain—2 
1 0,338 0,047 0,048 0,082 0,358 
2 0,661 0,071 0,063 0,149 0,661 
3 0,979 0,082 0,097 0,225 0,948 
q 1,288 0,120 0,108 0,306 1,225 
5 1,579 0,140 0,138 0,391 1,488 





Kobalt-Wirkung in Argon 




















0 1 2 3 ¥ SMin. 
Abb. 8. Reaktivierung der Hefe-Zymohexase durch Kobalt. (Abhingigkeit vom Sauerstoffdruck ) 


Aber anders als Ferri-Cystein wird Kobalti-Cystein nur langsam 
von Cystein reduziert. Deshalb dauert es beim Ubergang von aeroben 
zu anaeroben Bedingungen lange, bis aus der inaktiven Kobalti-Zymo- 
hexase die aktive Kobalto-Zymohexase entstanden ist; wihrend die 
aktive Ferro-Zymohexase aus der inaktiven Ferri-Zymohexase bei 
AbschluB von Sauerstoff sofort entsteht. 

Im Hinblick auf die biologischen Anwendungen ist also die Eisen- 
Zymohexase interessanter als die Kobalt-Zymohexase. Methodisch 
jedoch bedeutet die geringere Reaktionsfaihigkeit des Kobalti-Cysteins 
eine Vereinfachung, da selbst bei relativ groBen Kobaltkonzentrationen 
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der Sauerstoffdruck in den Testlésungen wahrend der optischen Messun- 
gen nicht abnimmt, der Oxydationszustand des Kobalts sich nicht 
andert. 

Deshalb stért auch die Lichtabsorption des Kobalti-Cysteins — 

ree ‘ qcem 
die bei 340 my erheblich ist und 2,2 - 107 : be- 
, Grammatome Kobalt 

tragt —- bei dem optischen Test nicht. Sie erhéht zwar den tp-Wert der 
Lichtabsorption, aber der erhéhte to-Wert bleibt wahrend der Messung 
der Fermentwirkung konstant, wovon man sich durch eine Kontrolle, 
ohne Zusatz von Zymohexase, tiberzeugen kann. Ersetzt man bei dieser 
Kontrolle das Koba!t durch Eisen, so sieht man, wie die Lichtabsorption 
des Ferri-Cysteins schnell abnimmt, bis der Sauerstoff in der Test- 
lésung verbraucht worden ist. So kann man, durch Messung der Licht- 
absorption im Ultraviolett, die Oxydation und Reduktion der kom- 
plexen Metallverbindungen quantitativ untersuchen. 


Versuche mit Kupfer. 

Mit Kupfer haben wir nur einige Vorversuche gemacht. Es ist 
sicher, daB Kupfer unter anaeroben Bedingungen Hefe-Zymohexase, 
die durch m/50 Cystein gehemmt ist, reaktiviert. Unsicher aber ist 
noch, wie sich die Kupfer-Zymohexase gegen Sauerstoff verhalt. 

Methodisch ist hier das gleiche zu beachten, wie bei den Versuchen 
mit Eisen. Eine kupferhaltige Lésung von Cystein ist mit Sauerstoff 
nicht im Gleichgewic ht. 


Andere Metalle 


die die Hefe-Zymohexase, wenn sie durch Cystein gehemmt ist, reak- 
tivieren, haben wir nicht gefunden. Z. B. waren Magnesium, Mangan, 
Chrom, Nickel und Vanadium ohne Wirkung. 


VII. Nichthemmung der Muskel-Zymohexase durch Komplexbildner, 


Wir haben keinen Komplexbildner gefunden, der die Muskel- 
Zymohexase hemmt. Sind die Fermentpraparate noch unrein, so be- 
schleunigen Cystein und Glutathion sogar, sei es, dal} sie hemmende 
Metalle entfernen, sei es, daB sie oxydierte Metalle reduzieren. Irgendwie 
mit Metallen miissen diese beschleunigenden Wirkungen zu tun haben, 
da sie sofort auftreten, wenn man das Ferment beim optischen Test zu 
der SH-haltigen Testlésung gibt. Induktionszeiten von Bruchteilen 
von Minuten wiirden sich hier bemerkbar machen. 

Nach der Kristallisation der Muskel-Zymohexase verschwindet die 
beschleunigende Wirkung der SH-Verbindungen. Cystein und Pyro- 
phosphat sind dann ohne EinfluB (Tabelle X1). 
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Tabelle XI. Nichthemmung der Muskel-Zymohexase durch Pyro- 


phosphat oder Cystein. 


PH 7,5. 20°. 


2340mu. d= 0,574cem. 47 Kristalle/eem, 











Ohne Komplexbildner m/50 Cystein 
Luft Luft 
| t 


i 
Jin = 
i 


io 
Jin -2 


0.410 
0,802 
1,160 


m/30 Pyrophosphat 


Luft 


aint 
i 


0,386 
0,762 
1,115 


1,432 
1,683 


1,472 
1,719 


OO Cre to 


a-%’-Dipyridyl, in 0,5°3iger (gesattigter) Lésung, hemmt die 
Muskel-Zymohexase nicht, weder bei pu 7,4 noch bei px 6,4; wahrend 
05°) Dipyridyl bei pu 6,4 Hefe-Zymohexase auf 1/5999 hemmt. 


Dialyse gegen Komplexbildner. 

Je 5 ccm einer 1 “igen Lésung von Muskel-Zymohexase (Reinheits- 
grad 0,4) wurden in Cellophanschlauchen bei 0° gegen 1500 ccm einer 
Lésung von Komplexbildnern 6 Stunden dialysiert. Dann wurde die 
AuBenlésung ausgewechselt und die Innenlésung 16 Stunden weiter 
dialysiert. Wir fanden im optischen Test keine Abnahme der Wirkung 


durch die Dialyse. 





Nach der Dialyse Nach der Dialyse 
gegen m/30 Pyrophosphat, px 8,3 gegen m/30 Pyrophosphat, py 8,3 
+ m/100 HCN 
0,002 cem Lésung 


Vor der Dialyse 


Min. 0,002cem Lésung 


in 


i 
jin-® 4in > 
1 i 


0,002 ccm Lésung 
: io 

4in— 
i 


0,236 0,256 


0,244 


0,493 0,525 


0,488 





